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Robert Feulgen zum Gedichtnis * 


Solange man sich fiir die Organisation der Zelle, fiir die Viren, die 
Bakterien und die Phagen interessiert, wird Robert Feulgen nicht 
vergessen und seine Nuclealreaktion angewandt werden. 

ir hat diese Reaktion bereits im Jahre 1914 entdeckt, und es ist 
reizvoll, nachzuerleben, wie er darauf gekommen ist und zu dem ent- 
wickelt hat, was sie jetzt ist. 

Schon seine Doktorarbeit fiihrte ihn zu den Purinen. 1912 unter- 
suchte er in Kiel unter Georg Hoppe-Seyler** den EinfluB des Ato- 
phans auf die Gicht und fiihrte dabei zahllose Harnsiurebestimmungen 
aus. Noch im gleichen Jahr kam er an die chemische Abteilung des 
physiologischen Instituts von Berlin. Direktor des Instituts war damals 
Max Rubner, und die chemische Abteilung leitete Hermann Steudel. 
Dort begann er tiber die Nucleinséuren zu arbeiten, wozu ihn vielleicht 
Steudel bewogen hat. Um seine Leistungen richtig beurteile: zu 
kénnen, mu8 man sich vergegenwartigen, was man zu jener Zeit von 
der Zusammensetzung der Nucleinsiure wuBte und wie man sich ihren 
Aufbau vorstellte. Man unterschied tierische und pflanzliche Nuclein- 
siuren. Fiir die erste war das Beispiel die Nucleinsiiure der Thymus- 
driise und fiir die zweite die aus der Hefe. Jene wurde meist Thymo- 
nucleinsiure genannt, weil sie Thymin enthalt, eine Pyrimidinbase, die 
der Hefenucleinsiure fehlt. Feulgen nennt die Thymonucleinsaure 
hiufig auch ,,echte‘‘ Nucleinsiure. Man wuBte weiter, daB beide Nu- 
cleinsiiuren aus Nucleotiden aufgebaut sind, die aus je einer Base, einem 
» Kohlenhydrat und einer Phosphorsiure bestehen. Durch die Arbeiten 
~ von Kossel und Neumann! waren die beiden Purinbasen Adenin und 
 Guanin sowie die drei Pyrimidinbasen Cytosin, Uracil und Thymin 
|) bekannt. Das Thymin war nur, wie eben erwahnt, in der Thymonuclein- 
» siure nachgewiesen worden. Das Gegenstiick in der Hefenucleinsaiure 
ist das Uracil. Ferner wuBte man, daB das Kohlenhydrat in der Hefe- 
nucleinsiiure eine Pentose ist. Das Kohlenhydrat in der Thymonuclein- 
’ sdiure hielt man damals allgemein fiir eine Hexose, weil es beim Er- 
> hitzen mit Salzsiure Lavulinsiure und nicht Furfurol liefert. 

Uber dieses Kohlenhydrat wollte nun Feulgen arbeiten. Die erste 
Nucleinsiure hat ihm noch Steudel gegeben. Spiater stellte er sie sich 
selbst aus der Thymus- und der Pankreasdriise dar und verbesserte die 
damaligen Methoden. Eigentlich hat er jede Methode verbessert, mit der 


* Vortrag in GieBen am 23. 6. 1956. 

** Professor der inneren Medizin, Sohn von Felix Hoppe-Seyler. 

1 A. Kossel u. A. Neumann, Ber. dtsch. chem. Ges. 26, 2754 [1893]; 27, 
2215 [1894]. 
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er zu tun hatte. Er experimentierte und bastelte sehr gern, beobachtete triu 
genau, was bei den einzelnen Arbeitsgiingen passierte; entdeckte dabei | 
manche Fehlerquellen und auch die Wege, sie zu vermeiden. D cele 
Zunichst untersuchte er, wie sich die Nucleinséure gegen basische ) 7 we 
Farbstoffe, die in der histologischen Technik verwendet werden, ver. | en 
halt. Sie bildet mit ihnen richtige Salze und kann iiber diese gereinigt [7 pj 
werden, weil die Farbstoffe leicht wieder zu entfernen sind. Das gilt vor [7 gy, 
allem fiir Kristallviolett. 
Aus seiner mit verbesserter Methode dargestellten Thymonuclein. |) wa, 
siure gewann er nach K ossel? die Thyminsiure, den Rest, der verbleibt, her 
wenn die Purine durch Saure abgespalten werden. dies 
Steudel hatte bereits beobachtet, daB diese Thyminsaure Fehling. | 
sche Lésung reduziert?. Beim Abspalten der Purine miissen also die | 
reduzierenden Gruppen von einem Teil der Zuckerreste frei geworden | stim 
sein. Feulgen fand weiter, daB die Thyminsiure zwei Phenylhydrazin. 4 wae’ 
reste bezogen auf vier Phosphorsiurer este bindet, ferner, daB sie fuchsin. | 
schweflige Saéure fairbt und eine griine Fichtenspanreaktion gibt. Die 4 
erste Reaktion ist charakteristisch fiir echte Aldehyde und die zweite | wege 
fiir Furane. Glucose und die anderen Zucker geben die Reaktion mit © gina, 
fuchsinschwefliger Saéure nicht, weil sie eben keine echten Aldehyde 
sind. Hier. muBte also ein Zucker vorliegen, der eine richtige Aldehyd- 
gruppe besitzt und leicht in Furan tibergeht. Damals, schon 1914, zog 
Feulgen den wichtigen SchluB, daB das Kohlenhydrat der Thymo 
nucleinsiure jedenfalls keine normale Hexose sein kénne; auch die Ele. : 
mentaranalyse stimmte nicht fiir eine Hexose. Da er sich aber noch © 
nicht von der allgemein herrschenden Meinung, daB der Zucker 6 C- 7 
Atome habe, frei machen konnte, vermutete er, es sei Glucal, das die 
Aldehydreaktion gibt. In diesem ist auch der Furanring vorgebildet. a 
Spiter gab er diese Vermutung wieder auf, weil er fand, daB das © ey 
Kohlenhydrat der Thymonucleinsiéure sich wesentlich von dem Glucal 
Emil Fischers‘ unterscheidet, und kam zu der Uberzeugung, daf es 
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sich um ein ganz neues, in der Natur bisher noch nicht aufgefundenes © cp 
Kohlenhydrat handeln miisse. 1 hesit: 
Wenn er die trockene Nucleinsiure zuerst mit Ammoniumchlorid | ] 


erhitzte und dann die Fichtenspanreaktion anstellte, bekam er eine © tis i 
rote Farbung, d.h. er hatte den Furanring in einen Pyrrolring un. trakt 
gewandelt. iia 

Dann befaBte er sich in einigen Arbeiten mit der Struktur der dies, 
Nucleinséure und fand, daB sie polarisiertes Licht nach rechts dreht, — beide 
aber ihre optische Aktivitat verliert, wenn er zuvor Natronlauge auf einigt 
sie einwirken lieB. Natronlauge wird auch bei der Darstellung der : 
Nucleinsiure aus der Thymusdriise verwendet. Die zerkleinerte Driise GieBe 
w wird mit verdiinnter Natronlauge extrahiert und man erhalt das Na- physi 





2 A. Kossel u. A. Neumann, diese Z. 22, 74 [1896/97 j. ._— 
3-H. Steudel, diese Z. 55, 410 [1908]. 5 
oa. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 196 [1914]. 6 
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triumsalz der Nucleinséure. Eine 5-proz. Losung desselben gelatiniert. 
Wird das nucleinsaure Natrium zuerst mit Natronlauge erwairmt, dann 
gelatiniert es nicht mehr. Man glaubte, daB die Thymusnucleinsiure in 
zwei Modifikationen auftrete, von denen die eine, a-Nucleinsiure ge- 


' nannt, gelatiniere, die andere, b-Nucleinséure genannt, dagegen nicht. 


Bei der Umwandlung wird nach Ansicht Feulgens die Nucleinséure 
etwas zersetzt, was schon die braune Verfirbung andeutet. Um die 


' alkalische Reaktion zu vermeiden, kochte er die a-Nucleinsiure mit 


Wasser und erreichte die gleiche Umwandlung, war sich aber dariiber 
klar, da die Nucleinséure auch dadurch schon verandert wird. Mit 
dieser Umwandlung beschaftigte er sich sehr intensiv und glaubte, ein 
eigenes Ferment, Nucleogelase, gefunden zu haben, das sie katalysiere. 

Da man damals die Purinbasen noch nicht geniigend genau be- 
stimmen konnte, nahm Feulgen eine Tetranucleotidstruktur der Thymo- 
nucleinsiure an; eine Ansicht, an der man noch bis vor wenigen Jahren 
festgehalten hat. 

Dieses Tetranucleotid sollte nur vier Natriumionen binden. Des- 
wegen vermutete er, da die vier Nucleotide auf folgende Weise mit- 
einander verkniipft seien: 

Na — Phosphorsaiure — Kohlenhydrat — Guanin 
Na — Phosphorsiure — Kohlenhydrat — Cytosin 
Na — Phosphorsiure — Kohlenhydeat — Thymin 


ia 
Na — Phosphorsiure — Kohlenhydrat — Adenin 


Wenn die Nucleinsaéure in Tetranucleotide der angegebenen Zu- 
sammensetzung unterteilt ware, miiBten die Purin- und Pyrimidin- 
basen in aquimolekularen Verhaltnissen vorkommen, was aber nicht 
der Fall ist. 

Jetzt nimmt man an, dai die Thymonucleinsiure eine lange, 
spiralig gewundene Doppelkette aus einigen Tausend Nucleotiden ist 
und ein Molekulargewicht von einer, vielleicht sogar mehreren Millionen 
besitzt®. 

Einige Arbeiten widmete Feulgen einer komplexen Nucleinsiure 
in der Pankreasdriise. 1899 hatte Bang aus dieser Driise durch Ex- 
traktion mit heiBer Kalilauge Guanylsiure dargestellt®. Feulgen 
wiederholte die Arbeit und erhielt analysenreine kristallisierte Guanyl- 
siure und daneben ,,echte“‘ Nucleinsiure. Seiner Ansicht nach sind 
beide in der Driise urspriinglich zu einer komplexen Nucleinsiure ver- 
einigt. 

So weit waren seine Forschungen gediehen, als er von Berlin nach 
GieBen iibersiedelte. Am 2. Juni 1919 trat er seine Stelle am dortigen 
physiologischen Institut an, dessen Direktor K. Biirker war. Birker 


5 J.D. Watson u. F. H.C. Crick, Nature [London] 171, 739 [1953]. 
6 J. Bang, diese Z. 26, 133 [1899]. 
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hatte seinerzeit bei Hiifner in Tiibingen physiologische Chemie gelernt 
und war von der Bedeutung und Zukunft des Faches tiberzeugt; des. 
wegen suchte er gleich nach seiner Berufung an das GieBener Institut 
dort der physiologischen Chemie eine Statte zu schaffen und erkundigte 
sich bei Thomas nach einer geeigneten Persdnlichkeit. Dieser empfah| 
ihm Feulgen. Am 13. Oktober 1919 hielt er seine erste Vorlesung, und 
am 4. Dezember bekam er die Venia legendi. 

In GieBen hatte er sich zunichst gegen Angriffe zu wehren. Ham. 
marsten und Thannhauser bestritten seine Resultate iiber die 
Guanyl-nucleinséure bzw. legten sie anders aus. Jener? meinte, da8 
der Rest, der nach Abspaltung der Guanylsaure verbleibt, eine pentose. 
haltige Nucleinsiure sei, wahrend Thannhauser® ihn fir eine Tri- 
phosphornucleinsiure hielt. Aus den Befunden von Feulgen geht 
jedoch eindeutig hervor, daB die Guanylnucleinsdure alle Basen der 
anderen Nucleinséure enthilt, von Guanin aber etwa doppelt so viel 
wie tiblich, und daB milde alkalische Hydrolyse Guanylsaure abspaltet. 
Die Guanylséure enthalt eine Pentose als Kohlenhydrat und der ver. 
bleibende Rest gibt die Nuclealreaktion. 

Auch die Resultate seiner Arbeiten tiber die Thyminsiure wurden 
von Thannhauser® angezweifelt: die Thyminsaure sei kein einheit- 
licher Korper. 

Allen diesen Angriffen gegeniiber verstand Feulgen seine An. 
schauung logisch und prazis zu verteidigen. 

Daneben arbeitete er weiter an der Vervollkommnung seiner Nv- 
clealreaktion und konnte sie nunmehr auf histologische Schnitte an- 
wenden. Zum ersten Male zeigte er seine Praparate auf dem Physiologen. 
kongreB, der 1923 in Tibingen stattfand. Ich habe sie damals selbst 
gesehen und erinnere mich gut, wie begeistert Kossel von ihnen war. 
Er hielt sie fiir einen wesentlichen Fortschritt in der Chemie des Zell- 
kerns und der Histochemie. Feulgen zeigte uns Praparate, die er aus 
Geweben der verschiedensten Tiere bis hinunter zu den Ciliaten her- 
gestellt hatte. In allen Praparaten waren die Kerne rotviolett gefirbt 
Der aufregendste Befund fiir uns war, daf nicht nur die Kerne der 
tierischen Zellen, sondern auch die der pflanzlichen Zellen die Reaktion 
geben, denn damit war der Unterschied zwischen pflanzlichen und 
tierischen Nucleinsiuren weggefallen. Alle Zellen enthalten im Kern 
dieselb? Art von Nucleinsaéuren, die wir heute als Desoxyribonuclein- 
siuren oder kurz als DNS bezeichnen. Die Hefenucleinsiure war nun 
nicht mehr der Vertreter der pflanzlichen Nucleinsiuren, sondern der 
Nucleinséiuren, die im Zytoplasma der pflanzlichen wie der tierischen 
Zellen vorkommen. Heute nennen wir sie Ribonucleinsiéuren oder RNS. 


7 EK. Hammarsten u. E. Jorpes, diese Z. 118, 224 [1921). 
8 §. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, diese Z. 95, 259 [1915]; 100, 121 
[1917]; 104, 67 [1918]. 
9 §. J. Thannhauser u. B. Ottenstein, diese Z. 114, 39 [1921]. 














Ba. : 


erscl 
Rea; 
weis 
fuch 
mit 

viole 


die | 


Alde 
Acet: 
von 
fiihri 
Acet: 
Feu. 
durel 
werd 
i 
auch 
bewie 
tions 
zuers 
sie n 
J 
farbti 
seine! 
erfiill 
Oxyd 
I 
denn 
partie 
So fa 
DNS 
J 
Reakt 
chara] 
NI 
werde 
name! 
sollte 
Feuls 
um di 
wortlic 
Saurer 


sdiure 














Bd. 307 (1957) Robert Feulgen zum Gedachtnis 5 


In der ausfiithrlichen Arbeit, die nach dem Tiibinger KongreB 
erschien, bemiiht sich Feulgen, genau zu beschreiben, wie man das 
Reagens herstellt und die Reaktion ausfiihrt. Mit groBer Sorgfalt be- 
weist er noch einmal, daB das Natriumsalz intakter Thymonucleinsaiure 
fuchsinschweflige Saure nicht farbt. Erst wenn man jene vorsichtig 
mit verdiinnter Siure hydrolysiert hat, tritt die charakteristische rot- 
violette Farbe auf. Andere Zucker geben die Reaktion nicht, auch nicht 
die Ribose, die in der Hefenucleinséiure vorkommt. 

‘ Es war natiirlich zu beweisen, daB in den Zellen keine anderen 
Aldehyde auftreten, zumal Feulgen selbst mit Stepp zusammen 
Acetaldehyd im Harn von Diabetikern und spurenweise auch im Harn 
von normalen Menschen nachgewiesen hat. Bei der histologischen Aus- 
fihrung der Reaktion werden die Priparate aber so behandelt, dab 
Acetaldehyd und andere Aldehyde keine Fehler verursachen kénnen. 
Feulgen verwendet Sublimat zur Fixierung und entwassert dann 
durch die aufsteigende Alkoholreihe, wobei die Aldehyde extrahiert 
werden. 

In den Schnitten verliuft die Reaktion wie im Reagensglas. DaB 
auch hier durch die partielle Hydrolyse Aldehydgruppen frei werden, 
bewies Feulgen durch ammoniakalische Silberlésung. An den Reduk- 
tionsorten scheidet sich metallisches Silber ab. Wenn er die Praparate 
zuerst mit Phenylhydrazin behandelte, farbte fuchsinschweflige Saiure 
sie nicht mehr. 

Bei anderen Autoren, die die Reaktion auch anwenden wollten, 
firbte sich oft das ganze Priaparat rot. Deswegen hat Feulgen mit 
seiner Gattin noch einmal alle Bedingungen zusammengestelit, die 
erfiillt werden miissen, damit die Reaktion gelingt. Es sind vor allem 
Oxydationsmittel und Formalin fiir die Fixierung zu vermeiden. 

Er war sich tiber die Bedeutung seiner Nucleinreaktion im klaren, 
denn mit ihrer Hilfe wurde es méglich, auch in den kleinsten Gewebs- 
partien und in einzelnen Zellen nachzuweisen, wo die DNS vorkommen. 
So fand er, daB Hefe und Bakterien die Reaktion geben, also ebenfalls 
DNS enthalten. 

Jetzt wurde aber scharfer kritisiert und sogar angezweifelt, daB die 
Reaktion fiir das Kohlenhydrat der Nucleinséure in den Zellkernen 
charakteristisch sei. 

Steudel meinte, da8 sie durch Oxymethylfurfurol hervorgerufen 
werde'®, Diese Verbindung entsteht an sich leicht, wenn Hexosen, 
namentlich Fructose, mit Mineralséure gekocht werden. Nach Steudel 
sollte das Oxymethylfurfurol von den Kernen adsorbiert werden. 
Feulgen stellte mit Imhauser zusammen sehr sorgfaltige Versuche an, 
um diese Ansicht zu widerlegen und wies darauf hin, da das verant- 
wortliche Kohlenhydrat der Thymonucleinsaure viel empfindlicher gegen 
Sauren ist als das Oxymethylfurfurol und sich rascher zu Lavulin- 
séure zersetzt. 

' H. Steudel u. E. Peiser, diese Z. 189, 205 [1924]. 
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Wenige Jahre spiter (1929) haben Levene und Mori" das Problem |) 
endgiiltig geklirt, indem sie den fraglichen Zucker isolierten und ihn | 
als eine Desoxypentose identifizierten. Damit ist die Feulgensche | 


Reaktion charakteristisch fiir Desoxypentosen geworden. Die ameri. 


kanischen Autoren haben aus der Thymusnucleinsiure Guanosin und|- 
die anderen Nucleoside gewonnen und aus diesen Desoxyribose isoliert. | 
Es ist schade, daB Feulgen nicht selbst den Zucker isoliert hat. Levene} 
hat mir aber erzahlt, daB er durch Feulgens Arbeiten auf die richtige | 


Spur gebracht worden sei. 


Etwa zwanzig Jahre nach ihrer Entdeckung ist die Feulgensche Y 
Nuclealreaktion erst zur richtigen Bedeutung gekommen, weil sich) 
herausstellte, daB sie nicht nur eine spezifische Reaktion auf DN§,- 


sondern auch eine ausgezeichnete Kernfarbung ist. 


Mit ihr ist bewiesen worden, daB die DNS nur in den Zellkernen|” 
vorkommen und einen Tei! ihrer Masse ausmachen. Nach den bisherigen| 


Erfahrungen fehlen sie in den Kernkérperchen. Das gilt sowohl fiir die} 


Kerne tierischer wie auch pflanzlicher Zellen. Weiter ergab sich, dal” 


die Chromosomen DNS enthalten, und daB eine direkte Proportionalitit 7 
zwischen dem DNS-Gehalt eines Kerns und der Chromosomenzahl 
besteht. : 

Inzwischen ist die Nuclealfirbung von Leuchtenberger und | 
Vendrely so weit entwickelt worden, da man unter dem Mikroskop | 


bestimmen kann, wieviel DNS ein einzelner Zellkern enthalt. Die abso. ~ 


luten Werte, die dieses Verfahren liefert, sind meiner Ansicht nach’ 
nicht sehr zuverlissig, die relativen dagegen brauchbar. Es 14Bt sich’ 
ziemlich sicher feststellen, ob ein Kern mehr oder weniger Nucleinsaure | 
als ein anderer enthalt. So hat z. B. Frau Leuchtenberger gefunden, © 
daB in der Leber der meisten Tiere einige Kerne vorkommen, die doppelt | 
soviel, und andere, die viermal so viel Nucleinsdiure besitzen als der” 
groBe Durchschnitt. Auf der anderen Seite sollen die Spermien nur halh 7 
so viel Nucleinsiure besitzen wie der Durchschnitt der somatischen 
Zellen. Eine Form der Unfruchtbarkeit ist dadurch bedingt, daB die” 
Spermien eindeutig zu wenig DNS enthalten. In diesen Fallen diirften|” 
einige Chromosomen fehlen. Man kann also mit der Feulgenschen | 
Reaktion feststellen, ob eine Zelle den halben, doppelten, vier- oder 
achtfachen Chromosomensatz besitzt. Somit ist der Nucleinsaéuregehalt 
ein MaB fiir die Zah] der Chromosomen. j 
Nach dieser Abschweifung in die Gegenwart lass«n Sie uns wieder 
zu Feulgen zuriickkehren. Auf die Angriffe hin hat er sich noch einma 
bemiiht, die Nuclealférbung zu verbessern und zu prazisieren und vol 
neuem betont, daB eine Firbung mit fuchsinschwefliger Saure ohne” 
vorherige Hydrolyse keine Nuclealfarbung ist und nichts mit der Nu 
cleinséure der Zellkerne zu tun hat. Aber es kommt vor, daB unter ge | 
wissen Bedingungen sich auch das Protoplasma zahlreicher Zellen mit 7 


up, A. Levene u. T. Mori, J. biol. Chemistry 88, 803 [1929]. 
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dem Reagens rotviolett firbt. Zum ersten Male hat er das selbst mit 
seinem damaligen Mitarbeiter Voit beobachtet, an einem heifen, 
schwiilen Tag, an dem er keine Lust mehr hatte, weiter zu arbeiten und 
lieber paddeln gehen wollte. Voit, der gerade neue Schnitte fiir die 
Nuclealfarbung vorbereitete, wollte ihn zuriickhalten, bis die Vor- 
bereitung so weit gediehen sei, daB den Praparaten nichts mehr passieren 
kénne. Feulgen riet ihm aber, sie einfach in Sublimat zu werfen und 
bis zum nichsten Tag darin zu belasserl. Am anderen Morgen meinte 
Voit, das Praparat miisse doch verdorben sein, denn es habe sich alles 
rot gefarbt: im ganzen Cytoplasma war also ein Aldehyd aufgetreten. 

Das wegen des Paddelns verdorbene Praparat gab den AnlaB zur 
Entdeckung des Plasmals und des Plasmalogens; denn wenn Feulgen 
irgend etwas auffiel, ging er dem nach und ruhte nicht, bis er es auf- 
geklart hatte. Schon in friiheren Arbeiten hatte er berichtet, daB bei 


4 der Nuclealfarbung sich auch die elastischen Fasern blaurot farben; 


gleichgiiltig, ob vorher hydrolysiert worden war oder nicht. Hierbei kann 


' es sich nicht um eine Nuclealfarbung handeln; denn in den elastischen 


Fasern kommt keine Thymonucleinsiure vor. Es mu8 aber ein Aldehyd 
zugegen sein, denn sie farben sich nicht mehr, wenn die Praparate 


zuvor mit Phenylhydrazin behandelt worden sind. Da die elastischen 


Fasern aus EiweiB bestehen und dieses keine Aldehydgruppen besitzt, 
konnte die Farbreaktion nicht von ihnen selbst herriihren, sondern 
mute auf einer anderen, weiter verbreiteten Substanz beruhen, die an 
die elastischen Fasern adsorbiert ist. 

Um die Reakion aufzukléren, hat Feulgen mit Voit zusammen 
Gefrierschnitte von frischen Rattennieren untersucht. Hier farbten sich 
nicht nur die Kerne, sondern auch das Protoplasma. Also muB auch in 
diesem ein Aldehyd vorkommen, der bei der Herstellung der Paraffin- 
priparate mit Alkohol extrahiert wird. Um zu verhindern, daB wihrend 
der Praparation nachtriaglich Acetaldehyd gebildet wird, legte er die 
frischen Gefrierschnitte sofort in Sublimatlésung ein. Es iiberraschte 
ihn nun sehr, daB solche Schnitte durch kurzes Eintauchen in Subli- 
matlésung und anschlieBendes Wassern sofort eine starke Aldehyd- 
reaktion zeigten. Ein Kontrollschnitt, der nicht mit Sublimat behan- 
delt worden war, farbte sich dagegen nicht. In den mit Sublimat be- 
handelten Schnitten farbt sich aber nur das Cytoplasma und nicht der 
Kern, denn das Sublimat beeinflu8t die Thymonucleinsiure nicht, d. h. 
spaltet die Purinbasen nicht ab. Dagegen muB es im Plasma einen 
Aldehyd aus einer anderen Verbindung freisetzen. Diese andere Ver- 
bindung ist ebenso wie der Aldehyd selbst durch Alkohoi zu extra- 
hieren. Aus ihr kann der Aldehyd auch durch Siaure befreit werden, 
aber erst nach stundenlanger Einwirkung, wihrend Sublimat ihn in we- 
nigen Augenblicken frei macht. Lange Einwirkung von fuchsinschwef- 
liger Siure macht ihn ebenfalls frei. Wenn nach der Einwirkung von 
Sublimat das Praparat mit Phenylhydrazin behandelt und damit der 
Aldehyd in das Hydrazon iibergefiihrt worden war, fiarbte es sich mit 
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fuchsinschwefliger Saéiure nicht mehr. Vor der Einwirkung des Subli- ; 


mats hat Phenylhydrazin keinen Einflu8. Damit ist eindeutig bewiesen, 
da8B der Aldehyd gebunden im Plasma enthalten ist. Feulgen nennt 


den freien Aldehyd Plasmal und die Verbindung, aus der er durch 3 


Sublimat abgespalten wird, Plasmalogen. Mit der beschriebenen Reak- 


tion kann Plasmalogen in den kleinsten Gewebspartikein mikroskopisch : 


nachgewiesen werden. Es kommt in sehr vielen Geweben, auch in Proto. 


zoen, immer im Verein mit Lipoiden vor, am reichlichsten im Gehirn | 


und in den Muskeln, wenig dagegen in der Leber. In der Hefe wurde 


es nicht nachgewiesen. Dagegen findet es sich in den K6rperfliissigkeiten F 
wie Serum, Liquor, Kammerwasser, Fruchtwasser, Milch, Eiter, Colo © 
strum usw. Im Serum neugeborener Kilber kommt es nur in Spuren [- 


vor, nimmt aber von Tag zu Tag zu. 


Plasmal tritt nicht frei auf, sondern ist immer im Plasmalogen Z 
gebunden. Auch bei der Verdauung scheint es nicht frei zu werden. | 
Wenn man es ins Blut injiziert, schwindet es sofort, wihrend Plasma. | 


logen noch lange nachzuweisen ist. 


Mit Behrens zusammen hat Feulgen das Plasmal aus einigen é 


Organen mit verschiedenen Methoden isoliert und als ein Gemisch von |” 
héheren Aldehyden identifiziert, in dem Palmitin- und Stearinaldehyd | 
iiberwiegen. p 

Es dauerte noch einige Jahre, bis geklart war, was Plasmalogen ist. 7 
Erst 1939 veréffentlichte er die entscheidende Arbeit mit Bersin zu- © 


sammen. Zunichst muBte das geeignete Ausgangsmaterial gefunden © 


werden. Das Gehirn eignet sich trotz seines Reichtums an Lipoiden nicht, 7 
weil es kein schwerlésliches Thiosemicarbazon liefert. Plasma] aus 7 
Gehirn ist ein Gemisch aus gleichen Teilen Palmitin- und Stearinaldehyd, 7 
also kein giinstiges Verhaltnis fiir die Isolierung einer einheitlichen |” 
Substanz. Vorteilhafter ist es bei Pferde- und Rindfleisch, dessen | 
Plasmal hauptsichlich aus Palmital und nur wenig Stearal besteht. ; 


Feulgen und Bersin versuchten zuerst, das Plasmalogen mit | 
Lésungs- und Fallungsmitteln von den Lipoiden zu trenren, aber ohne 
Erfolg. SchlieBlich fanden sie einen Ausweg. So empfindlich die Sub.) 
stanz gegen Sublimat und Sauren ist, so widerstandsfahig schien sie 
gegen Alkalien zu sein. Auf dieser Beobachtung und auf der Schwer.| 
léslichkeit der Brucinsalze bauten sie ihre Methode zur Isolierung des 
Plasmalogens auf. Sie fanden, das es aus je einem Molekiil Aldehyd, |” 
Glycerin, Phosphorsiure und Colamin besteht. Damit war die Ahn. 
lichkeit mit den Phosphatiden erklirt. Feulgen vermutete, daB der 
Aldehyd acetalartig mit zwei Hydroxylen des Glycerins verbunden ist, i 
und nannte die neue Gruppe von Verbindungen Acetallipoide. F 

1940 habe ich Feulgen zu einem Vortrag in unserem Biologischen | 
Colloquium eingeladen, in dem er uns sehr spannend tiber die Ent-_ 
deckung und Aufklirung der Acetallipoide berichtete. Den Anstol| 
dazu hatte die Beobachtung gegeben, da frische Organschnitte sich | 
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mit fuchsinschwefliger Saéure rot farbten, wenn sie zuvor mit Sublimat 
behandelt worden waren. Es bedurfte aber der Spiirnase und der Ge- 
schicklichkeit Feulgens, um die Reaktion in das Reagensglas zu iiber- 
tragen und aufzukliren, wie das Sublimat wirkt. 

Heute sind die von ihm entdeckten Acetallipoide Allgemeingut der 
physiologischen Chemie geworden. Von Klenk und seinen Mitarbeitern 
ist ihre Struktur weiter aufgeklirt worden. Feulgen hatte schon darauf 
hingewiesen, daB sein Plasmalogen bei der Aufarbeitung vielleicht ver- 
andert worden sei. Klenk!? und Frl. Debuch*?* haben den Aldehyd 
unter sehr milden Bedingungen abgespalten und ein Lysokephalin 
erhalten, d. h. die gleiche Verbindung, die man bekommt, wenn man 
aus dem Kephalin die endstindige Fettsiure abspaltet. Daraus ergibt 
sich, daB der Aldehyd im Plasmalogen nur mit dem endstindigen 
Hydroxyl des Glycerins acetalartig verbunden ist, und daB am mittleren 
Hydroxyl eine Fettsaure steht. 

Diese Autoren haben weiter nachgewiesen, daB die Acetallipoide 
im Gehirn besonders reichlich vertreten sind. Welche Funktion sie aus- 
iben, muB noch geklart werden. Vielleicht haben sie gar keine be- 
sondere Aufgabe, sondern sind nur Zwischenstufen im Auf- und Abbau 
der Esterlipoide, in die sie leicht tibergehen und aus ihnen wieder zu- 
rickgebildet werden kénnen. 

Feulgen hat noch tiber andere Probleme gearbeitet, die abseits 
von der Nucleal- und Plasmalreaktion liegen. Diese anderen Arbeiten 
entsprangen offenbar seiner Freude am Experimentieren und Basteln, 
sowie seinem Interesse fiir besondere Ereignisse und Situationen und 


: zeigen, wie vielseitig er gewesen ist. So hat er z. B. 1912 einen Apparat 


zur Anlegung eines Pneumothorax konstruiert, 1923 ein Verfahren zur 
Herstellung verzerrungsfreier Gelatinereliefs fiir die Dreifarbenphoto- 
graphie angegeben und 1941 das Anaglyphenverfahren zum Betrachten 
steroskopischer Bilder verbessert. 


Meine Damen und Herren, ich habe Ihnen einen gedringten Uber- 
blick tiber das wissenschaftliche Werk Robert Feulgens! gegeben. 
Es ist niedergelegt in siebzig Einzelarbeiten, einer Reihe von Handbuch- 
artikeln und in einem Buch iiber die Chemie und Physiologie der Nu- 
cleinstoffe, das es verdient, heute noch gelesen zu werden, obwohl es 
bereits 1923 erschienen ist. Alles, was er geschrieben hat, strahlt eine 
ihnliche Frische und Warme aus wie die histochemischen Briefe Fried - 
rich Mieschers. So anregend kann nur jemand schreiben, dem die 
Wissenschaft ein wirkliches inneres Anliegen ist. 

Kurt Felix 
2 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]; 299, 66 [1955]. 
8H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 
4 Robert Feulgen, geb. am 2.September 1884 in Werden a. d. Ruhr, 
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Veréffentlichungen von Robert Feulgen 


Handbuchbeitrage 


R. Feulgen u. H.Spinner, Die biologisch wichtigen Sauren. Allgemeine | 
Methoden zum Nachweis der biologisch wichtigen Saéuren. Die wichtigsten Methoden | 
ihrer Darstellung. Handb. d. biol. Arbeitsmethoden (Urban & Schwarzenberg, 1925), 

R. Feulgen, Die hygienischen Methoden zur allgemeinen Ernahrungslehre, | 


Handb. d. hygienischen Untersuchungsmethoden (Gustav Fischer, Jena 1927). 


R. Feulgen, Chemie der Eiwei8kérper. Handb. d. normalen und patholo. F 


gischen Physiologie (Springer, Berlin 1927). 


R. Feulgen, Die Nuclealfarbung. Handb. d. biol. Arbeitsmethoden (Urban 4 


& Schwarzenberg, 1932). 


R. Feulgen, Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe (Gebriider Born. 3 


traeger, Berlin 1923). 


Experimentelle Arbeiten* 


1. R. Feulgen, Zur Kenntnis des Purinstoffwechsels bei der chronischen 4 
Gicht mit besonderer Beriicksichtigung der Nierentatigkeit und der Wirkung der |_ 


2-Phenylchinolin-4-carbonsiure (Atophan); Inaugural-Dissertat., Kiel 1912. 


2. R. Feulgen, Zur Technik der Behandlung der Lungentuberkulose mit a 


kiinstlichem Pneumothorax; Dtsch. med. Wschr. 24, 1 [1912]. 


3. R. Feulgen, Das Verhalten der echten Nucleinsiure zu Farbstoffen, I. # 


ie 80, 73 [1912]. 


. R. Feulgen, Das Verhalten der echten Nucleinsdure zu Farbstoffen, 7 


ads Mitt: 84, 309 [1913]. 


5. R. Feulgen, Uber eine Nucleinsiure aus der Pankreasdriise, I. Mitt.; : 


88, 370 [1913]. 


6. R. Feulgen, Zur Darstellung der Nucleinsiure aus Kalbsthymus; 90, | 


261 (19141, 
. R. Feulgen, Uber b-Nucleinsiure; 91, 165 [1914]. 


8. R. Feulgen, Uber die ,,Kohlenhy dratgruppe“ in der echten Nucleinsaure; | 


2, 154 [1914]. 


9. R. Feulgen, Uber die ,,Kohlenhydratgruppe“ in der echten Nucleinsaure, z 


IT. Mitt.; 100, 241 [1917]. 


10. R. Feulgen, Uber den Bau der echten Nucleinsaure; 101, 288 [1918]. e 
. R. Feulgen, Darstellung und Eigenschaften der Thyminsaure; 101, 296 | 


2. R. Feulgen, Bestimmung der Purinbasen in Nucleinsiuren nach humin- 7 


freier Spaltung; 102, 244 [1918]. 


13. R. Feulgen u. G. Landmann, Das Verhalten der Thyminsaure ni 


Phenylhydrazin; 102, 262 [1918]. 
14. R. Feulgen, Pyrrolreaktion der echten Nucleinsiure; 104, 1 [1918]. 


15. R. Feulgen, Ein optisch-inaktives Natriumsalz der Nucleinsaure; 104, 4 


189 (1919), 


16. R. Feulgen, Uber die Guanylsiure, ihre Darstellung und Fallbarkeit: | 


106, 249 [1919]. 


17. R. Feulgen, Uber eine zusammengesetzte Nucleinsaéure, vorl. Mitt.; § 


108, 147 [1919]. 
18. R. Feulgen, Untersuchungen iiber Nucleinsiuren. Ber. ges. Physiol. | 


exp. Pharmacol. II, 190 [1920]. 


19. R. Feulgen, Neue Darstellungsmethoden von Nucleinsiuren; 111, 2577 


ig 


os Da es sich iiberwiegend um Beitrige fiir Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir” 


y 


Physiologische Chemie handelt, ist das Publikationsorgan nur bei den iibrigen |” 


Arbeiten genannt. 
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Zink-Komplexe von Histidin und Histidinamid 
Von 


Giinther Weitzel, Friedhelm Schneider, Anna-Maria Fretzdorff 
und Hans-Eberhard Heyke 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen, und der 
Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1956) 


Uber die praparative Darstellung und Identifizierung von Zink- 
Aminosiure-Komplexen liegen bisher nur wenige Untersuchungen vor. 
Am langsten bekannt sind Zink-diglycinat-monohydrat'?, Zink-glut- 
aminat (1:1)% und einige weitere Glycin-Zinkverbindungen‘; neuerdings 
wurden Zink-tryptophan®, Zink-kynurenin (1 :2)° und Zink-cystein (1 :1)§ 
beschrieben. Hinsichtlich der Zink-Bindung verdient unter den Amino- 
siuren Histidin auf Grund seines Imidazolringes besonderes Inter- 
esse. Denn Imidazol besitzt hohes Zinkbindungsvermégen, wie aus der 
vor kurzem mitgeteilten Darstellung zahlreicher stabiler Zink-Komplexe 
von Imidazol und seinen Derivaten hervorgeht’. Man hat daher bei 
Histidin hoéhere Zinkaffinitaét zu erwarten, als bei den meisten anderen 
«-Aminosauren. 

Potentiometrische Titrationen an Gemischen von Zinksalzen und 
Amin séuren in waBriger Lésung gestatten die Berechnung der Stabi- 
lititskonstanten von Zink-Aminosiure-Komplexen® ®1°, Dabei findet 
man fir Zink-histidin (1:2) erheblich héhere Stabilitaét als etwa fiir Zink- 
glycin (1:2) oder Zink-alanin (1:2)°1°"4. Praparative Untersu- 
chungen an Zink-Komplexen des Histidins und seiner Derivate (mit 
Ausnahme von Zink-histamin)’ lagen bisher nicht vor. Wir beschreiben 
nachstehend die Darstellung und Identifizierung verschiedener Arten 
von Zink-Komplexen des Histidins und — aus Vergleichsgriinden 
— des Histidinamids. 
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Versuchsergebnisse 


Zink-Komplexe von Histidin und Histidinamid 
(Darstellung im Versuchsteil) 














Zusammensetzung | Form Léslichkeit in Wasser bei 20° 
PRELINE AAD eee 3) Use ae ol ety ae kristallin schwer léslich (0,1%) 
PARAS EAN 6 Sok 0) 5: Ae \iss 6217 kristallin maBig léslich (3,6°%) 
MISSA eres es ye) se, 7 — maBig léslich 
ro Lp A Ch) 0) : | rr amorph unléslich 
iy ACO) ti amorph unléslich 
pi-His-HCl-ZnCl, ...... kristallin leicht léslich 
p-His-HCl-ZnCl,. . ..... kristallin leicht léslich 
L-His-Zn-butyrat ...... amorph unléslich 
t-His-Zn-capronat. ..... amorph unléslich 
pi-Histidinamid,-Zn. ... . amorph unléslich 
pL-Histidinamid-HCl-ZnCl, . . | kristallin leicht léslich 


In der Tabelle sind die von uns dargestellten Zink-Komplexe des 
Histidins und Histidinamids zusammengestellt, welche simtlich bisher 
nicht bekannt waren. Die drei zu Beginn der Tabelle angefiihrten Zink - 
dihistidinate zeigen eine bemerkenswerte Stabilitét in waBriger 
Lésung. Wahrend fast alle Zink-Aminosaure-(1:2)-Komplexe beim Auf- 
lésen in Wasser sofort unter Abscheidung von Zinkhydroxyd zerfallen, 
sind die 1:2-Zink-Komplexe von L-, D- und DL-Histidin in Wasser be- 
stiindig. Als besonders stabil erweist sich der Zink-Komplex des DL- 
Histidins, den man sogar aus siedendem Wasser umkristallisieren kann, 
ohne daB er Hydrolyse erleidet. Die 1:2-Zink-Komplexe des L-Histidins 
und des D-Histidins zeigen gegeniiber dem Zink-DL-histidin (1:2) 
Unterschiede in der Léslichkeit und im Kristallwasser-Gehalt. Sie sind 
leicht wasserléslich, wahrend das Zink-DL-histidin (1:2) in kaltem 
Wasser schwerldslich ist. Die wiirfelformigen Kristalle des Zink-L- 
histidins (1:2) enthalten 2 Moll. Kristallwasser, welche beim Trocknen 
leicht abgegeben werden. Das Zink-DL-histidin (1:2) kristallisiert da- 
gegen mit 5 H,O aus, von denen durch Trocknen bei Normaldruck nur 
ein Teil zu entfernen ist. 

Die dem Histidin formal ahnliche Urocaninsiure bildet mit Zink 
u. a. eine 1:1-Verbindung’. Wie aus der Tab. hervorgeht, gelang die 
Darstellung der 1 :1-Zinkkomplexe auch vom L- und D-Histidin in Form 
amorpher und vollig wasserunloslicher Substanzen. Diese Verbindungen 
entstehen bei alkalischem py, z. B. in Gegenwart von Ammoniak, 
Pyridin, «-Picolin oder Histamin. Auf Grund der Darstellungsart und 
der Analysen handelt es sich offenbar um basische Zinksalze (s. Ver- 


suchsteil). Wiirde statt des basischen Salzes der 1:1-Komplex mit 


pr 


1 Mol. Kristallwasser vorliegen, so miBte dieses durch scharfes 
Trocknen zu entfernen sein, was aber nicht gelang. DaB auch in An- 
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fallt und nicht teilweise durch Histamin gebunden und in Lésung ge. 
halten wird, diirfte auf der vélligen Unléslichkeit des Zn-His-OH be. 
ruhen, wodurch schlieBlich das gesamte Zink aus dem Reaktionsgleich. 
gewicht entfernt wird. 

Als Vertreter der Zinkchlorid-Doppelsalze sind in der Tab. das 
DL- und das D-Histidin-monohydrochlorid-ZnCl, angefiihrt. 
Beide Komplexsalze kristallisieren aus der salzsauren, stark eingeengten 


Lésung aus. Wahrend in den Zinkchlorid-Doppelsalzen des Imidazols, | 


Benzimidazols und ihrer Alkylderivate stets zwei Imidazolringe mit 
Zink koordiniert sind, ist in den Histidin-Doppelsalzen ein Zinkion mit 
einem Histidin verkniipft. Das gleiche beobachteten wir bei den Doppel- 
salzen des Histamins’ und des Histidin-amids (s. u.). Der Grund hierfiir 
diirfte in der Ausbildung eines sechsgliedrigen Chelatringes zwischen 


Metall-Ion, ,,Pyridin‘‘-Stickstoff des Imidazolkerns und «-Aminogruppe [ 


zu suchen sein. Dadurch wird Zink bereits durch einen organischen 
Liganden (Histidin, Histamin oder Histidinamid) koordinativ gesit- 
tigt. 


Auch die von einfachen Imidazolverbindungen erhialtlichen Salze | 
des Typs Imidazol-Zink-R (1:1:1), wobei als R Carbonsauren be. | 
sonders geeignet sind’, lassen sich vom Histidin gewinnen. Als Beispiele | 


dieser Gruppe sind in der Tab. das L- Histidin-zink-butyrat (1:1:1) 


und das L-Histidin-zink-capronat (1:1:1) zu finden. Durch Be. | 
handlung mit Aceton oder Ather lait sich aus diesen in Wasser und © 


organischen Lésungsmitteln unléslichen Komplexen die Fettsaure nicht 


entfernen. Die Salze dissoziieren jedoch sofort, wenn man ansduert, | 


und geben die Fettsiure frei. 

Am Ende der Tab. finden sich zwei Zink-Komplexe des Histidin- 
amids. Durch die Umwandlung des Histidin-Carboxyls in die Saure- 
amidgruppe gewinnt Histidinamid Ahnlichkeit mit dem Histamin, 
von welchem wir u. a. einen | : 2-Zink-Komplex ohne Beteiligung weiterer 
Tonen sowie einen Zink-Komplex des Hydrochlorids darstellten’. Ent- 
sprechende Zink-Komplexe liefert das Histidinamid: Ausgehend von der 
DL-Form erhielten wir ein schwerlésliches amorphes Zink-histidinamid 
(1:2) sowie ein leichtlésliches, kristallisiertes Chlorid-Zink-Doppelsalz, 
in welchem, wie oben erwahnt, ZnCl, an ein Molekiil Histidinamid ge- 
bunden ist. 


Der Versuch, einen Zink-Komplex des Histidin-methylesters |” 


durch Umsetzung mit Zinkhydroxyd zu gewinnen, gelang nicht. In 
wiBriger Lésung wurde der Ester sehr rasch verseift. Auch wenn der 
Ester nur in Gegenwart von Zinkhydroxyd mit Wasser in Berihrung 


kam und von nicht aufgeléstem Zinkhydroxyd mdglichst rasch abge- | 
trennt wurde, kristallisierte aus der Lésung eine Verbindung aus, die — 


sich als Zink-histidin (1:2) erwies. Alle Modifizierungen dieser Versuche 
fiihrten immer nur zum Zink-histidin. 
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wesenheit von Histamin-Base das gesamte Zink als Zn-His-OH aus. | 
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Formulierung der Zink-histidin-Komplexe 


Das Histidinmolekiil besitzt insgesamt vier zur Schwermetall- 
bindung verfiigbare Orte: Carboxyl- und Iminogruppe fiir heteropolare, 
«x-Aminogruppe und ,,Pyridin‘-Stickstoff des Imidazolkerns fiir koor- 
dinative Bindung. Diese Bindungsméglichkeiten entsprechen formal 
den Anforderungen eines komplex gebundenen Zinkions, welches mit 
zwei haupt- und zwei nebenvalenten Bindungen die Koordinationszahl 4 
erreicht. Bei voller Beanspruchung samtlicher Histidinvalenzen miBte 
daher ein elektrisch neutraler Zink-Histidin-(1:1)-Komplex méglich sein. 
Wie aus dem vorangegangenen Abschnitt und aus dem Versuchsteil 
ersichtlich ist, gelang zwar die Darstellung eines solchen 1 :1-Komplexes 
sowohl vom L- als auch vom D-Histidin. Jedoch lassen die Art der Dar- 
stellung und die Analysen darauf schlieBen, daB hier ein Hydroxyl- 
Ion im Komplex enthalten ist. Die Formulierung einer solchen basischen 
Zink-Histidin-(1:1)-Verbindung bereitet Schwierigkeiten, da die Art der 
Beteiligung des Imidazolkerns an der Zinkbindung ungewiB ist; zudem 
ist eine monomere Formel auf Grund der Eigenschaften der Substanzen 
und auch aus sterischen Uberlegungen unwahrscheinlich. Es diirfte eine 
polymerisierte Struktur unter Wahrung des Verhaltnisses Zink : Histidin 
= 1:1 vorliegen. 

Bei der Formulierung der Zink-Histidin-(1:2)-Komplexe kann 
man nicht analog zum Zink-diglycinat lediglich die Carboxyl- und 
Aminogruppen der beiden Histidinate fiir die Zinkbindung heranziehen, 
da die hohe Stabilitat des Zink-histidins (1:2) nur durch Beteiligung 
des Imidazolringes an der Zinkbindung zu erklaren ist. Vor 
allem zum Vergleich mit Zink-histidin (1:2) haben wir das oben er- 
wahnte Zink-histidin-amid (1:2) dargestellt, da bei diesem die Carboxyl- 


| gruppe fiir heteropolare Zinkbindung ausfallt. Wie friiher das Zink- 


histamin? 1aéBt sich das Zink-histidinamid (1:2) nur in der Weise formu- 
lieren, daB zwei heteropolare Bindungen von den ,,Pyrrol-Stickstoffen“ 


| der beiden Imidazolringe ausgehen, da andere Protonen abspaltende 


Gruppen nicht vorhanden sind. Fiir die koordinativen Bindungen ziehen 
wir, entsprechend unserer friiheren Zink-histamin-Formulierung, die 


_ Stickstoffatome der beiden «-Aminogruppen heran. Daraus folgt fiir 
_ Zink-histidinamid (1:2), ebenso wie fiir Zink-histamin, die Struktur- 
_ formel I, in welcher das Zink-Ion gleichzeitig zwei sechsgliedrigen 
| Chelatringen angehért. Fir die Formulierung des Zink-histidins 
3}. (1:2) kommen daher drei Méglichkeiten in Betracht: 


1. In Analogie zu den Strukturformeln von Zink-histamin (1:2) 


' und Zink-histidinamid (1:2) wiirde sich fiir Zink-histidin (1:2) die in I 


dargestellte Konfiguration ergeben. Diese Formel entspricht der oben 


| aufgestellten Forderung nach der Beteiligung des Imidazolringes an der 


Zinkbindung. Die Carboxylgruppe jedoch ist nicht an der Zink- 
bindung beteiligt, obwohl sie im Vergleich zur Iminogruppe des 
Imidazolkerns die héhere Aciditaét besitzt. Beispiele dafiir, daB Zink 
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eine Carboxylatbindung nicht betiatigt, wenn statt dessen eine sterisch 
giinstigere Konfiguration (jedoch mit schwacher saurer Gruppe) méglich 
ist, sind bekannt. So befindet sich z. B. im Zink-cysteinat (1:2) das 
Metall-Ion mit Sicherheit in zwei fiinfgliedrigen Chelatringen unter Be. 
teiligung von S und NH,, wahrend die pEDonyayere frei bleibt”. 


LO 
wee oe 
N N NH, : ; HN N NH, 
sg Zink-histamin (1:2): + = H ae ad 

Zn Zink-histidinamid (1:2): R = CONH, Zn2® 
UN Zink-histidin (1:2): R - = - COOH JV ™ 
HN N N HN N NH, 
ea ae 
af i \Ccoo? 
I II 


2. Im Zink-histidin (1:2) k6nnte Zink die Koordinationszahl 4 aber 
auch dadurch erreichen, daB «-Amino- und ,,Pyridin‘‘-Ring-Stickstoff- 
atome nur koordinierte Bindungen liefern, waihrend das Carboxy] ,,in 
auBerer Sphare‘‘ die Ladung des Zink-lons absattigt. Diese in Formel II 
enthaltene Struktur wurde auch von Albert® auf Grund seiner Titra- 
tionsmessungen erwogen. 

3. SchlieBlich besteht die Moglichkeit, daB Carboxyl- und «-Amino. 
gruppe frei bleiben und Zink iiberhaupt nur von den beiden Imidazol- 
ringen der 2 Histidinmolekiile gebunden wird. Denn im Gegensatz zur 
Aminogruppe des Histamins und Histidinamids bildet die «-Amino- 
gruppe des Histidins im isoelektrischen Bereich mit der Carboxylgruppe 
die Betainstruktur aus. Wenn diese Ionenbeziehung bei der Assoziation 
des Zink-Ions an Histidin nicht gelést wird, dann wiirde der Imidazol- 
ring allein die Zinkbindung tibernehmen kénnen, ahnlich dem Zink. 
(Imidazol), oder dem Zink-(Benzimidazol),’. Eine soleche Struktur (III) 
wirde den extremen Fall der Zink-Imidazol-Bindung im Histidin dar- 
stellen. 


N. ‘=) 
oH,N es 5 ri Rs / NH,e 


Unter diesen drei Méglichkeiten kann z. Z. noch nicht entschieden 
werden. Auch die im folgenden Abschnitt behandelten Infrarot-Spektren 
brachten hier keine Klarung. 


Infrarot-Spektren 


Eine Gegeniiberstellung der Infrarot-Spektren von L-Histidin- 
Base und Zink-(L-histidin), laBt bei beiden Verbindungen die 
charakteristischen Banden der ionisierten Carboxylgruppe bei 1600 und 








as N. Liu. R. Manning, J. Amer. chem. Soc. 77, 5225 [1955]. 
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1400 cm-! erkennen. Wahrend man aber beim Vergleich der Spektren 
von Imidazol und Zink-(Imidazol), das Vorhandensein der NH -Schwin- 
gung im Imidazol und ihr Fehlen im Zink-Imidazol feststellen kann 
(s. folgende Mitt.), 14Bt sich tiber die NH-Schwingung des Imidazolrings 
im Spektrum des Histidins bzw. Zink-histidins keine Aussage machen. 
Denn die NH-Valenz- und Deformationsschwingungen der «-Amino- 
gruppe, welche oberhalb von 3000 cm-! und oberhalb von 1500 cm-! 
auftreten, tiberdecken eine etwaige NH-Schwingung des Imidazolringes. 
Auch die Frage, ob im Zink-histidin (1:2) die Carboxylgruppe an der 
Bindung des Zinks beteiligt ist, laBt sich aus dem Infrarotspektrum 
nicht beantworten. 

Histidinamid und Histamin liefern sehr ahnliche Typen von Zink- 
Komplexen (s. 0.). Aus den Infrarot-Spektren von Zink-(histamin), 
und Zink-(histidinamid), lassen sich jedoch iiber die NH-Banden 
des Imidazolkerns wegen der gleichzeitig anwesenden NH,-Gruppe keine 
sicheren Aussagen machen. Auch der Versuch, mit Hilfe des Infrarot- 
Spektrums die Hydroxzylgruppe im basischen Zink-histidin (L-His-Zn- 
OH, s. 0.) nachzuweisen, schlug fehl. Die OH-Schwingung war nicht zu 
erkennien. 


Beschreibung der Versuche 


Zinkbestimmungen: Nach Veraschen der Probe mit konz. Schwefelsiure 
bestimmte man das Zink komplexometrisch nach Flaschka®. 

Stickstoffbestimmungen nach Dumas in der Modifikation von Gysel". 

Chlorbestimmungen: Nach dem von Schéniger!® angegebenen Ver- 
fahren verbrannte man die Probe in aschefreiem Filtrierpapier in einem mit 
Sauerstoff gefiillten Kolben und bestimmte den Chlorgehalt der absorbierten 
Verbrennungsprodukte maBanalytisch mit Quecksilberoxycyanid und Schwefel- 
saure. 

1. Zinkverbindungen des Histidins 


DL-Histidin,-Zn: pL-Histidin-monohydrochlorid versetzte man in 
heiBer waBr. Lésung mit Zinkcarbonat im Molverhiltnis 2:1 und filtrierte nach 
beendeter Umsetzung ab. Beim Abkiihlen des Filtrates kristallisierte der Zink- 
Komplex mit 5 Moll. Kristallwasser aus. Die Darstellung gelingt ebensogut, wenn 
man eine Zinksalzlésung (ZnCl,, ZnSO,, Zn(Ac).) mit der heiBen Lésung von DL- 
Histidinbase oder neutralisiertem pL-Histidin-hydrochlorid im Molverhaltnis 1:2 
vereinigt. Umkristallisation aus heiBem Wasser oder waBr. Athanol (keine Hydro- 
lyse!). In kaltem Wasser schwer lisliche kleine, glinzende Nadeln. Léslichkeit in 
Wasser: (,115 g/100 g, 20°. Beim Erhitzen auf dem Kofler-Block verliert der 
Komplex bei 70—75° einen Teil seines Kristallwassers, bei 121—125° den Rest. 
Bis 320° tritt kein Schmelzen ein, nur allmahliche Verfarbung. 

5,915 mg Sbst.: 6,76 mg CO,; 2,98 mg H,O. — 3,516 mg Sbst.: 0,557 ccm N, 
Logs ), 24°, 755 Torr (red.). — 49,49 mg Sbst. verbr. 10,71 ccm 0,01-m. y coco 

Lésung. 
18,007 mg Sbst., 20 Stdn. 110°; 0,1 Torr; P,O;:3,434 mg Gewichtsverlust. 


(gH, ,0,N,Zn-5H,0 (463,5) Ber. C 31,08 H 5,65 N 18,12 Zn 14,10 H,O 19,42 
Gef. C 31,19 H 5,63 N 18,09 Zn 14,15 H,O 19,07 





18H. Flaschka, Mikrochemie 89, 38 [1952]. 
4 H. Gysel, Helv. chim. Acta 35, 802 [1952]. 
1° W. Schéniger, Mikrochim. acta [Wien] 1955, 163. 
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L-Histidin,-Zn: 620 mg (4 mMol) L-Histidinbase und 574 mg (2 mMol) 
ZnSO,:7 H,O léste man in 10 com warmem Wasser und neutralisierte mit Natron. 
lauge. Beim langsamen Eindunsten an der Luft auf etwa 1/, des Ausg- ngsvolumens 
kristallisierte der Komplex in derben Wiirfeln mit 2 Moll. Kristallwasser; mapig 
léslich in kaltem Wasser: 3,606 g/100 g; 20°. 


9,97 mg Sbst. verbr. 2,43 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 104,3 mg 


Sbst., 90 Stan. 110°; 0,1 Torr; P,O;:9,2 mg Gewichtsverlust. 
C,,.H,,0,N,Zn-2 H,O (409,5) Ber. Zn 15,97 H,O 8,8 Gef. Zn 15,95 H,O 8,8 

Basisches Zink-L-kListidin 1:1 (L-His-Zn-OH) 

1. 155 mg (1 mMol) L-Histidinbase léste man in 5 cem Wasser und fiigte 
2 cem Pyridin (oder «-Picolin), 136 mg (1 mMol) ZnCl, und 3 mMol 0,1-n. NaOH 
hinzu. Der sofort ausfallende flockige Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit 
Wasser, Aceton und Ather gewaschen. Trocknen des amorphen Produktes iiber 
P.O, bei 0,01 Torr. 

11,12 mg Sbst. verbr. 4,697 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H,O,.N,Zn: OH (236,5) Ber. Zn 27,64 Gef. Zn 27,62 

2. Derselbe Ansatz, jedoch mit Zugabe von 1mMol Histamin- Base 
an Stelle von Pyridin (oder «-Picolin) lieferte (as gleiche Produkt: 

12,48 mg Sbst. verbr. 5,265 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

Ber. Zn 27,64 Gef. Zn 27,58 

Basisches Zink-p-lListidin 1:1 (p-His-Zn-OH) 

1. Zu 420 mg (2 mMol) p-Histidin-monohydrochlorid in 10 cem Wasser 
gab man eine Lésung von 2 mMol Zn(OH), in wenigen cem konz. Ammoniak. Aus 
der klaren Lésung verjagte man den Ammoniak an der Luft bei 40°. Der dabei 
ausfallende gallertige Niederschlag wurde abzentrifugiert und intensiv mit Wasser, 
danach mit Aceton und Ather gewaschen. Das amorphe Produkt wurde iiber 
P.O, bei 0,01 Torr getrocknet. 

12,91 mg Sbst. verbr. 5,752 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H,0,N;Zn: OH (236,5) Ber. Zn 27,64 Gef. Zn 27,67 

2. Zu 210 mg (1 mMol) p-Histidin-monohydrochlorid in 5 cem Wasser 
gab man 2 ccm Pyridin (oder a-Picolin), 136 mg (1 mMol) ZnCl, und 4 mMol 
0,1-n. NaOH. Aufarbeitung wie oben. 

14,11 mg Sbst. verbr. 5,980 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H,O.N,Zn- OH (236,5) Ber. Zn 27,64 Gef. Zn 27,71 
3. Ansatz wie 2., jedoch mit 1 mMol Histaminbase anstatt Pyridin. 
11,56 mg Sbst. verbr. 4,907 cem 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
Ber. Zn 27,64 Gef. Zn 27,75 
pDL-Histidin-monohydrochlorid-ZnCl,: 420mg (2 mMol) DL-Histi- 
din-monohydrochlorid und 680 mg (5 mMol) ZnCl, wurden unter Zusatz vou 
3 Tropfen 1-n. HCl in 3 ccm Wasser gelést. Der Zinkkomplex kristallisierte nach 
Anreiben der Glaswand sofort aus. Absaugen, waschen mit schwach salzsaurem 
Aceton und Ather, trocknen i. Vak. iiber P,O;. Schmp. 269—272°. 


15,08 mg Sbst. verbr. 4,512 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 6,436 mg |” 


Sbst. verbr. 2,336 cem 0,025-n. H,SO,. 
C,H,)0.N,Cl,Zn (327,9) Ber. Zn 19,94 Cl 32,30 Gef. Zn 19,56 Cl 32,17 


p-Histidin-monohydrochlorid-ZnCl,: 420 mg (2 mMol) p- Histidin- 
monohydrochlorid in 3 cem Wasser wurden mit 680 mg (5 mMol) ZnCl, gelést 
in 3 cem Wasser + 3 Tropfen l-n. HCl, vereinigt. Die Lésung engte man vorsichtig 
im Exsiccator iiber P,O,; auf etwa 2 ccm ein, worauf aus der gesattigten Losung 








schlagartig die Zinkverbindung auskristalli.ierte. Absaugen, vorsichtig mit schwach 
salzsaurem Aceton und Ather waschen, trocknen iiber P,O; bei 0,1 Torr. Schmp. 
269—272°. 
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lol) i 15,94 mg Sbst. verbr. 4,802 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 6,605 mg 
pe | Sbst. verbr. 2,403 ccm 0,025-n. H,SO,. 
Bi : C,H, 90.N,Cl,Zn (327,9) Ber. Zn 19,94 C1 32,30 Gef. Zn 19,70 Cl 32,25 


L-Histidin-zink-butyrat (1:1:1): 155mg (1 mMol) L-Histidinbase 
mg Jéste man in 10 cem heiBem Wasser und gab 240 mg (1 mMol) Zinkbutyrat zu. 
Die Lisung wurde bis zur beginnenden Triibung mit 0,1-n. Natronlauge neutrali- 
siert und nach Filtration mit Athanol gefallt. Abzentrifugieren, waschen mit 
Wasser, Aceton und Ather. Beim Liésen des Produktes in verd. Salzsaure tritt 
intensiver Buttersiure-Geruch auf. 


i q ‘ 13,52 mg Sbst. verbr. 4,24 cem 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
* C,9H,;N,0,Zn (306,5) Ber. Zn 21,32 Gef. Zn 20,51 
her L-Histidin-zink-capronat (1:1:1): 155 mg (1 mMol) u-Histidinbase 


loste man in 10 com Wasser und gab in der Siedehitze 295 mg (1 mMol) Zink- 
capronat zu. Weitere Verarbeitung wie beim Butyrat (s. o.). 
11,72 mg Sbst. verbr. 3,42 cem 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
C,.H,,N,0,Zn (335,0) Ber. Zn 19,55 Gef. Zn 19,08 


2. Zinkverbindungen des Histidinamids 


Die Darstellung des Histidinamid-hydrochlorids’® erfolgte nach 
einer Vorschrift von L. Levintow u. V. E. Price. 

(pL-Histidinamid),-Zn: 770 mg (4mMol) pu-Histidinamid-hydrochlorid 
- wurden mit Lewatit MN in die Base iibergefiihrt. Die Lésung der Base versetzte 
‘3 man portionsweise mit frisch gefalltem Zinkhydroxyd, das sich beim Umschiitteln 
he rasch aufléste. Nach Erreichen eines geringen Zinkhydroxyd-Uberschusses, der 
© sich nicht mehr léste, filtrierte man ab, gegebenenfalls nach Zugabe von etwas 
ber | Aktivkohle zur Klarung. Die Zinkverbindung wurde mit Aceton gefallt, ab- 
zentrifugiert, mit Wasser, Aceton und Ather gewaschen und i. Vak. iiber P,O; 
getrocknet. Das amorphe Produkt ist in Wasser schwer léslich, obwohl es bei der 
Darstellung aus der eingeengten waiBr. Lésung nicht spontan ausfallt. 


15,26 mg Sbst. verbr. 4,12 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 
vd CH, ,O.N,Zn (371,5) Ber. Zn 17,59 Gef. Zn 17,65 


” pL-Histidinamid-monohydrochlorid-ZnCl,: 191 mg (1 mMol) Histi- 
dinamid-HCl1 léste man in 1 cem Wa.ser und vereinigte mit einer Lésung 
von 680 mg (5 mMol) ZnCl, in 2ccm Wasser (+3 Tropfen 1-n. HCl). Bei +1° 
schieden sich im Laufe von 2 Tagen Kristalle ab, die abgesaugt, mit Aceton und 
Ather gewaschen und iiber P.O, bei 0,1 Torr getrocknet wurden. Schmp. 258—261° 
(leichte Gelbfarbung). 

10,50 mg Sbst. verbr. 3,147 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 6,015 mg 
Sbst. verbr. 2,204 ccm 0,025-n. H,SO,. 


z , gH, 0ON,CI,Zn (326,9) Ber. Zn 20,00 C1 32,54 Gef. Zn 19,60 Cl 32,48 

rch 

ell Zusammenfassung 

me be Zink-Komplexe von Histidin und Histidinamid wurden erstmalig 


préparativ dargestellt und die Infrarot-Spektren aufgenommen. 
Die kristallin gewonnenen Zink-dihistidinate sind im Gegensatz 


n-}) zu fast allen anderen Zink-Aminosiure-(1:2)-Komplexen in Wasser 
ti __ hydrolysebestindig. 
ne | Neben 1:2-Komplexen bildet Histidin mit Zink auch 1:1-Kom- 


uh} plexe, z. B. gemischte Komplexe mit Fettsiuren (L-His-Zn-butyrat 
) — 
6 L. Levintow u. V. E. Price, J. biol. Chemistry 184, 55 [1950]. 
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oder -capronat 1:1:1), basische Salze vom Typ His-Zn-OH und kristalli- 
nische Doppelsalze wie His-Zn-Cl,-HCl. 

Die Zink-Komplexe des Histidin-amids entsprechen denen des 
Histamins, z. B. Zn-(Histidinamid), oder Histidinamid-ZnCl,-HCl. 


Summary 


Zine complexes with histidine and histidinamide have been pre. 
pared for the first time and their infra-red spectra determined. The zinc 
dihistidinates, which were obtained in crystalline form, are resistant to 
hydrolysis by water, in contrast to the majority of 1:2 zinc-amino acid 
complexes. In addition to 1:2 complexes zinc forms 1:1 complexes with 
histidine. It thus forms 1:1:1 mixed complexes of the type L-histidine. 
Zn-butyrate or -caproate with fatty acids, basic salts of the type 
histidine-Zn-OH, and crystalline double salts such as histidine-Zn(Cl,. 
HCl. With histidinamide zinc forms similar complexes to those with 
histamine, e. g. Zn-(histidinamide), and histidinamide-ZnCl,-HCl. 
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Zink-Komplexe von Histidyl-peptiden 


Von 
Giinther Weitzel, Friedhelm Schneider und Anna-Maria Fretzdorff 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen, und der 
Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1956) 


Das Zinkbindungsvermégen von Proteinen und Peptiden hiangt von 
der Art und Anordnung der in ihnen enthaltenen Aminosiurereste ab. 
Unter den Aminosaéuren besitzt neben Cystein vor allem Histidin 
hohes Zinkbindungsvermégen, welches durch den stark zinkaffinen 
Imidazolkern bedingt ist. Dies ergibt sich aus praiparativen Unter- 
suchungen an Zink-Imidazol-Verbindungen! und an Zink-Histidin- 
Komplexen verschiedener Struktur? sowie aus Titrationsmessungen an 
waBrigen Losungen von Zink- und Histidin-Ionen im molaren Verhiltnis 
1:23.45, Die feste Verkniipfung mancher Proteine (z. B. Serumalbumin, 
Serumglobulin, Insulin) mit Zink beruht sehr wahrscheinlich ebenfalls 
auf Zink-Imidazol-Bindungen®. Fiir das Verstindnis der Zinkbindung 
durch EiweiBstoffe sind daher genauere Einblicke erwiinscht in das 
Verhalten von Histidylresten in Peptidketten gegeniiber 
Zink. Uber Zink-Komplexe von synthetischen Histidyl-peptiden lagen 
jedoch bisher keinerlei Untersuchungen vor. 

Wir berichten nachstehend iiber die Darstellung definierter Zink- 
Komplexsalze von Peptiden (siehe die folg. Tabelle). Die damit ver- 
bundenen Peptidsynthesen sind im Versuchsteil der vorliegenden Arbeit 
summarisch, ausfiihrlich bei Schneider? beschrieben. Uber die Ergeb- 
nisse von Stabilitétsmessungen an Zink-histidyl-peptiden berichten 
wir gesondert in dieser Zeitschrift. 


Versuchsergebnisse 


In der Tab. sind die von uns in analysenreiner Form gewonnenen 
Zink-histidyl-peptide zusammengefaBt. Sie zeichnen sich zum Teil durch 
hervorragende Wasserléslichkeit aus. Daher gelingt ihre Darstellung 
besonders gut mit Hilfe der Zinkhydroxyd-Methode, wobei man eine 





1G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 805, 1 [1956]. 

2G. Weitzel, F. Schneider, A.-M. Fretzdorff u. E. Heyke, diese Z., 
vorstehend. 

3 L. E. Maley u. D. P. Mellor, Nature [London] 165, 453 [1950]. 

‘ A. Albert, Biochem. J. 50, 690 [1952]. 

5 D. J. Perkins, Biochem. J. 55, 649 [1953]. ; 

° G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956], (hier auch Lit-.Ubersicht). 
’ F. Schneider. Chem. Diplomarbeit Géttingen 1956. 
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Zink-Komplexe von Histidyl-peptiden 





Zusammen- | Wasserléslichkeit 





0/ 


Zink-Peptid setzung (20°) 
Zink-[glycyl-L-histidin]. ......... 1:2 55% 
[Glycyl-L-histidin]-zink-butyrat. .... . | ee iar prakt. unléslich 


Zink-[L-asparagyl-L-histidin] . ..... . | 

Zink-carnosin. ..........- 7 i | prakt. unléslich 
Zink-[u-histidyl-glycin]. . ........ 1:2 55% 
Zink-[pL-histidyl-pDL-alanin]. ...... . 1:2 
Zink-[DL-histidyl-pt-leucin]. . ..... . 1:2 


/0 








[pL-Histidyl-pt-leucin]-zink-butyrat . . . . iN ay prakt. unléslich 
Zink-[DL-histidyl-pL-histidin]. ..... . ‘eg prakt. unléslich 
Zink-[DL-histidyl-pL-histidin]. ..... . | 1:2 50% 
Zink-[glycyl-L-histidyl-L-leucin]. . . .. . | | leicht léslich 


waBr. Lésung des betreffenden Peptides mit einer frischen Zinkhydroxyd- 
Fallung zusammenbringt. In eindrucksvoller Weise macht sich die 
Komplexbildung dadurch bemerkbar, daBb in kurzer Zeit der Zink- 
hydroxyd-Niederschlag in Lésung geht unter Assoziation der Zinkionen 
an das Peptid. In mehreren Fallen wird dabei die Wasserléslichkeit der 


(s. u.). 


liefert mit der Zinkhydroxyd-Methode einen leichtléslichen Zink. 


Komplex, in welchem ein Zink-Ion auf zwei Peptidmolekiile entfallt. ~ 
Die Darstellung des Komplexes in fester Form gelingt durch Ausfallung ~ 
mit Methanol. Zum Vergleich wurde auch ein sehr schwerloslicher | 


1:1-Kupfer-Komplex kristallisiert gewonnen, der nach Zerlegen mit 
Schwefelwasserstoff in den Zink-Komplex (1:2) tibergefiihrt werden 
konnte. Wie bei Imidazol!, Benzimidazol! und Histidin? gelang auch 
beim Glycyl-L-histidin die Darstellung eines gemischten Komplexes 
mit einer Carbonséure als Gegenanion. Im Versuchsteil ist die Dar- 
stellung des [Glycyl-L-histidin ]-zink-butyrats (1:1:1) beschrieben. Auch 
hier fiihrt die Behandlung des Komplexes mit Aceton und Ather nicht 
zur Entfernung des Buttersiurerestes aus dem Komplex. Dagegen tritt 
in siedendem Wasser Hydrolyse ein, ebenso bei Behandlung mit ver- 
diinnter Salzsiure. ; 

Die Zinkhydroxyd-Methode fiihrte auch beim L-Asparagyl-L- 


histidin zur Bildung eines sehr leicht wasserléslichen Zink-Komplexer, — 
der durch reichlichen Methanolzusatz gefallt werden muBte. Erwartungs- | 


Peptide mit freiem Histidin-Carboxyl: Glycyl-L-histidin 








ee 





gemaB handelte es sich hier um den 1: 1-Komplex, da Asparagy]-histidin 


dem Zink-Ion zwei freie Carboxylgruppen anbieten kann. 


Zu den Histidyl-peptiden mit freiem Histidin-Carboxyl gehért auch — 


das Carnosin (f-Alanyl-L-histidin). Dieses Peptid bildete nicht, wie die 
anderen Peptide, mit einer freien Carboxylgruppe einen 2:1-Zink- 
Komplex. Wir erhielten nur den 1:1-Komplex, der als schwerlésliches, 
amorphes Produkt anfiel. 
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Peptide mit freier Histidin-Aminogruppe: Dipeptide wie 
L-Histidyl-glycin, DL-Histidyl-DL-alanin und DL-Histidyl- 
DL-leucin nahmen von dem angebotenen tiberschiissigen Zinkhydroxyd 
stets so viel auf, daB jeweils ein Zink-Ion auf zwei Peptid-Molekiile 
entfiel. Diese Komplexe sind aus der wafrigen Lésung nicht zum 


> Kristallisieren zu bringen; beim DL-Histidyl-DL-leucin erhdhte sich 
' sogar die Léslichkeit des Peptids in Wasser durch die Komplex-Bildung 
_ mit Zink betrachtlich. Die Zink-Peptide wurden daher aus der ein- 


geengten Lésung mit Methanol oder Aceton ausgefiallt. 

Wie beim Glycyl-L-histidin (s. 0.) gelang auch bei amino-end- 
stindigem Histidin die Darstellung eines gemischten Komplexes mit 
einer Fettsaiure, z. B. des [DL-Histidyl-DL-leucin ]-zink-butyrats (1:1: 1), 
welches aus dem Peptid mit Zinkbutyrat in waBriger Losung entsteht. 

DL-Histidyl-DL-histidin nimmt unter den Dipeptiden der vor- 


_ liegenden Arbeit eine Sonderstellung ein, da es sowohl carboxyl- als auch 


amino-endstandiges Histidin enthalt und damit zwei Imidazolringe fir 


_ die Zinkbindung verfiigbar sind. Dementsprechend erhielten wir zwei 
_ verschiedene Zink-Komplexe, je nachdem, ob ein Zink-Ion mit einem 


oder mit zwei Peptidmolekiilen reagierte. Die 1:1-Verbindung ist in 
Wasser schwer, die 1:2-Verbindung leicht léslich. Beide Zink-Komplexe 


\ zeigten keine kristallinen Eigenschaften. 


Als Modellsubstanz fiir Peptide mit nicht endstindigem Histidin 
synthetisierten wir Glycyl-L-histidyl-L-leucin. Beim Behandeln 
einer waBrigen Losung dieses Tripeptides mit tiberschiissigem Zink- 
hydroxyd ging der gr6Bte Teil des Hydroxyds in Lésung, wobei auch 
hier der Zink-Komplex eine erheblich bessere Léslichkeit aufwies als das 
Tripeptid allein. Uberraschenderweise ergaben die Analysen des ge- 
bildeten Zink-Tripeptids trotz Variation der Ansitze und der Dar- 
stellungsweise, da das Verhaltnis von Zink: Tripeptid stets bei 1:1 lag. 


: Hierauf gehen wir im folgenden Abschnitt ein. 





Struktur der Zink-histidyl-peptide 
Ein Uberblick tiber die von uns dargestellten Z'nk-histidyl-peptide 


| ergibt, daB® die Zinkaffinitét des Histidins auch in Histidyl-peptiden 
_ vollig erhalten ist. In allen Fallen bilden sich spontan definierte 1: 1- oder 


1:2-Komplexe, die in waBriger Lésung nicht hydrolytisch zerfallen, 
d.h. eine fiir Zink-Komplexe hohe Stabilitit besitzen. Parallelversuche 
mit Glycyl-glycin und Diglycyl-glycin zeigten demgegeniiber, daB diese 
Peptide nicht in der Lage sind, hydrolysebestindige Zink-Komplexe zu 
bilden. Die héhere Zinkaffinitat der Histidyl-peptide kann daher nur 
im Imidazolkern begriindet sein. 

Das Proton der Iminogruppe des Imidazols wird gegeniiber Zink 
bereits bei neutralem px leicht ausgetauscht, wie aus der Darstellung 
einfacher Zink-Imidazol-Verbindungen hervorgeht!. Ein Vergleich der 
Infrarotspektren von Imidazol und Zink-(imidazol) (s. Abbildung), laBt 
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Bd. 


dies erkennen. Die bei Imidazol zwischen 2500—3100 cm-! auftreten. 4 


den Banden der assoziierten NH-Valenzschwingung sowie die im Be- 
reiche von 1540—1670 cm-! vorliegenden NH-Deformationsschwingun- 


gen sind bei Zink-(imidazol), verschwunden. Daraus ist auf das Vor.| 


liegen einer Zn-N-Bindung zu schliefen. 


Ebenso wie im Zink-(imidazol), und im Zink-(histidin),? besteht in 
den Zink-histidyl-peptiden die Méglichkeit einer Zn-N-Bindung mit|_ 
anionischem Imidazolkern. Andererseits kann unter bestimmten Be.| 
dingungen das Proton am Imidazolring erhalten bleiben, so daB der} 
Heterocyclus lediglich koordinierend an der Zinkbindung teilnimmt.| 
Im letzteren Falle wiirde in den von uns dargestellten Zink-histidyl.|_ 
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IR-Spektren von Imidazol (550 y Subst./200 mg KBr) (----) und von Zink- 
(imidazol), (580 y Subst./200 mg KBr) ( » 


entfernten Carboxylgruppe stammen. Die Frage, ob in den Zink — 
histidyl-peptiden der vorliegenden Arbeit die heteropolare Zinkbindung ~ 


von der NH-Gruppe des Imidazols oder von der Carboxylgrupp 


stammt, laBt sich weder aus der Zusammensetzung der Komplext © 


noch aus den IR-Spektren beantworten. Dipeptide wie Histidyl- ‘gly cin, | 








Histidyl-alanin, Histidyl-leucin und Glycyl-histidin besitzen je ein 


NH- und eine Carboxylgruppe pro Molekil, so daB 1:1-Zink-Kom-7 


plexe méglich waren; in den erhaltenen Komplexen binden jedoct 
zwei Peptidmolekeln ein Zink-Ion. Asparagyl-histidin bindet zwar) 
pro Peptidmolekel ein Zink-Ion, besitzt jedoch drei saure Gruppen | 
so daB auch hier die Art der protonenabspaltenden Gruppen nicht ent” 
schieden werden kann. F 
Fir die hohe Zinkaffinitat der Histidyl-peptide ist es offenbar ohn’ 
Belang, ob sich der Histidinrest am Carboxyl- oder am Aminoende de” 
Peptidkette befindet. Von den in Frage kommenden Konfigurationet’ 
ist in I der 1:2-Komplex des Glycyl-histidins in Anlehnung a) 
den Grundkérper der Reihe, des Zink-(imidazol),, dargestellt. In diese” 
Formulierung erfolgt die Zinkbindung lediglich durch die beiden Imid 
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filly... it... a 
HN’ CO \CH 


| 
N A gt IN. CH, 
i \ ie < c é 
HC’ \N/ NY“ 
| 


CH CO NH 
HO,C’ NH” cH,’ ° 


I. Zink-(glycyl-histidin) (1:2) 


azolkerne, wahrend Carboxyl-, Amino- und Peptidgruppe nicht an der 
Metallbindung beteiligt sind. Daneben sind weitere Méglichkeiten denk- 
bar, z. B. die Ausbildung von vier koordinativen Bindungen durch die 
vicr Stickstoffatome der beiden Imidazolringe und Absittigung der 
beiden positiven Ladungen des Zink-Ions durch zwei Carboxylat-Ionen. 

Endstandige Histidylreste mit freier Aminogruppe besitzen ,,Hist- 
amin-Konfiguration‘‘. Daher ist auf Grund der an Zink-(histamin), + 


- und Zink-(histidinamid), 2 gewonnenen Erfahrungen bei Histidyl- 


peptiden mit aminoendstandigem Histidin eine Konfiguration als 
besonders bevorzugt anzunehmen, in welcher das Zink einem 6-gliedrigen 
Chelatring angehért. Von den oben beschriebenen Zinkverbindungen 
des Histidyl-glycins, Histidyl-alanins und Histidyl-leucins ist in II das 
Zink-(histidyl-alanin), nach Art des Zink-(histamins), dargestellt, d.h. 


» das Proton der Iminogruppe des Imidazolkerns ist abgespalten. 


~ je CH . C0 CH 
— ‘NH’ | \cO,H /N/ NNR’ I \cooe 
re CH, cee, a, 
N N NH, HN N NH, 
SS era ae a 

Zn Fn20 

2 2 

IT. Zink-(histidyl-alanin), IIL. Zink-(histidyl-alanin), 


Demgegeniiber ist in III der gleiche Zink-Komplex in anderer 
Weise formuliert: Das Zink-Ion bildet auch hier das Zentrum zweier 
6-gliedriger Chelatringe, jedoch bleibt die NH-Gruppe des Imidazolkerns 
erhalten. Zink erreicht die Koordinationszahl 4 durch rein koordinative 


~ Bindungen von vier Stickstoffatomen, wahrend die Ladung des Zink- 


Tons durch das Carboxy] ,,in auBerer Sphire“ abgesittigt wird. 
Das von uns zur Priifung des Zinkbindungsvermégens synthetisierte 
Tripeptid Glycyl-L-histidyl-L-leucin besitzt als saure Gruppen 


) eine NH-Gruppe am Imidazolkern und eine freie Carboxylgruppe wie die 


obengenannten Dipeptide (mit Ausnahme des Asparagyl-histidins). Es 


war daher zu erwarten, daB auch das Tripeptid genau wie die Histidyl- 


) dipeptide ein halbes Zink-Ion pro Mol. assoziieren wirde. Das Tripeptid 


7 Schwierigkeiten bereitet. Wenn man formal die beiden Ionenbeziehungen 


bildete jedoch einen 1:1-Komplex mit Zink, dessen Formulierung 
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des Zinks durch Imidazolkern und Carboxylgruppe absittigt, so fihrt 


y 


34 


dies zu der Frage, weshalb die Histidyl-dipeptide bei gleicher Methodik } 


nicht ebenfalls derartige 1:1-Komplexe mit Zink bilden, da sie iiber 
dieselben salzbildenden Gruppen verfiigen wie das Tripeptid. 

Die strukturchemische Besonderheit des Tripeptides liegt in der 
Flankierung des Imidazolkerns durch zwei Peptidbindungen. Durch den 
VerschluB der Carboxyl- und «-Aminogruppe des Histidins sind Chelat- 
Strukturen, wie sie z. B. bei Zink-histidyl-peptiden mit amino-end. 
staindigem Histidin oben erértert wurden, nicht méglich. Es tritt daher 
hier das Problem einer etwaigen Beteiligung der Peptidgruppe 
an der Zinkbindung auf, wobei die Peptidbindung ein Proton abgeben 
und eine Ionenbeziehung zum Zink entwickeln mite. Wie oben erwahnt, 
fanden wir in vergleichenden Versuchen mit Di- und Triglycin keine 
Hinweise fiir eine derartige Méglichkeit. Dagegen wird fiir die Cu", 
Coll. und Ni!!-Komplexe von Di- und Triglycin eine Beteiligung der 
Peptidgruppe an der Metallbindung vermutet®. Da bei unserem Tri- 
peptid mit mittelstindigem Histidylrest infolge des Imidazolkerns er- 
heblich giinstigere Bindungsméglichkeiten fiir Zink vorliegen als bei 
Glycylpeptiden, kénnte hier ein Zink-Imidazol-(1:1)-Komplex unter 
Beteiligung einer Peptidbindung erwogen werden. GrdéBere 
Wahrscheinlichkeit besitzt jedoch die Hydroxylierung des Zink- 
Ions, also die Ausbildung eines Komplexes Tripeptid-Zn-OH. So- 


wohl die Art der Darstellung als auch die Ergebnisse der Zinkanalysen L 


sprechen fiir diese Méglichkeit. 


Beziehungen zu biologischen Fragen 


Verschiedene Zink-Imidazol-Bindungen in Proteinen 


Uberblickt man unsere Befunde an Zink-Imidazol-Verbindungen!, 
an Zink-Histidin-Komplexen? und an Zink-histidyl-peptiden (diese 
Arbeit), so ergeben sich fiir die Art der Zinkbindung durch Histidylreste 
in Polypeptiden und Proteinen die folgenden Moglichkeiten: 

1. Imidazol-Zink-Imidazol: Bei dieser Bindungsart stammt 
der eine Imidazolring vom Histidylrest des Polypeptids, der andere 
entweder von einem zweiten gleichartigen Polypeptid oder von einer 
anderen héher- oder niedermolekularen Imidazolverbindung. 

2. Imidazol-Zink-Carboxylat (1:1:1): Als Vorbild fiir diese 
Art der Zinkbindung dienen die friiher’»? beschriebenen Verbindungen 
Imidazol-zink-butyrat, Benzimidazol-zink-butyrat bis -stearat, Histidin- 
zink-butyrat, Histidin-zink-capronat sowie die Verbindungen (Glycyl- 
histidin)-zink-butyrat und [Histidyl-leucin ]-zink-butyrat der vorliegen- 
den Arbeit. 

3. Imidazol-Zink-X, (X = chlorid, sulfat, acetat usw.): 
Dieser ,,Doppelsalztyp‘‘ unterscheidet sich von der unter 2. genannten 





8 A.Manyak, C. Murphy u. A. Martell, Arch. Biochem. Biophysics 59, |— 
373 [1955]. 
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Bindungsart dadurch, da hier der Imidazolring nur koordinierend an 
der Zinkbindung beteiligt ist. Die heteropolaren Bindungen werden von 
zwei Anionen iibernommen, die sowohl von Mineralsiuren als auch 
yon schwachen organischen Saéuren stammen k6nnen. 

4. Basische Zink-Imidazol-Salze: Modellsubstanzen dieser 
Art wurden bisher nur in Form des basischen Zink-histidins (L- und 
D-His-Zn-OH)? sowie mdglicherweise im (Glycyl-L-histidyl-L-leucin)- 
ZnOH (1:1:1) erhalten (s. 0.). 

5. Zinkbindung durch die Peptidgruppe: Die Assoziation 
eines Zink-Ions an einen Histidylrest der Polypeptidkette wiirde die 
Abspaltung eines Protons von der Peptidgruppe erfordern, sofern nicht 
andere Ionen nach Art der Bindungsformen 1. bis 4. eingreifen. Beweise 
fir eine derartige hauptvalente Zinkbindung durch die Peptidgruppe 
liegen bisher nicht vor. 


Beispiele fiir Zink-Imidazol-Bindungen in Proteinen 

Zu den Polypeptiden bzw. Proteinen, welche mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit Zink mit Hilfe ihrer Histidylreste binden, gehéren 
Albumin, Globulin, Insulin und Glukagon. Fiir die beiden letzt- 
genannten Proteine laBt sich die Stellung der Histidylreste in der Peptid- 
kette genau angeben: Bei Insulin®, welches pro Molekiil (Mol.-Gew. 
5734) zwei Histidylreste in der sog. B-Kette enthalt, befindet sich 
— vom aminoendstindigen Phenylalanin aus gerechnet — das eine 
Histidin als Nr. 5 zwischen Glutaminyl (4) und Leucyl (6), das andere 
Histidin als Nr. 10 zwischen Seryl (9) und Leucyl (11). Das Glukagon?° 
besitzt einen Histidylrest am basischen Ende der Peptidkette. Fiir das 
Insulin wird die Bindung eines Zink-Ions durch einen einzelnen Imidazol- 
ring angenommen®. Es liegen jedoch bisher keine naiheren Kenntnisse 
dariiber vor, wie eine derartige 1:1-Bindung valenzmaBig vor sich geht. 

Aus unseren noch unver6ffentlichten Untersuchungen ist zu 
schlieBen, daB in vitro Insulin-Zink-Komplexe der im voran- 
gehenden Abschnitt genannten Bindungsarten | bis 4 darstellbar sind. 
Glukagon nimmt durch seinen amino-endstandigen Histidylrest 
eine Sonderstellung ein; hier ist mit den speziellen Bindungsméglich- 
keiten der Histamin-Konfiguration zu rechnen, wie sie oben an Zink- 
histidyl-peptiden mit freier Histidin-Aminogruppe (Histidyl-glycin, 
-alanin, -leucin) dargelegt wurden. DaB auch in vivo die Zinkaffinitat 
der histidylhaltigen Polypeptide Insulin und Glukagon zur Bildung ihrer 
Zinkkomplexe fiihrt, ergibt sich daraus, daB die insulinproduzierenden 
B-Zellen und die glukagonproduzierenden A-Zellen der Pankreasinseln 
zu den zinkreichsten Geweben des Tierkérpers geh6ren? 11:12 und daB der 


® F. Sanger u. Mitarbb., Biochem. J. 60, 541, 556 [1955]. 

10 W. Bromer, L. Sinn, A. Staub u. O. Behrens, J. Amer. chem. Soc. 
78, 3858 [1956]. 

1 G. Weitzel, F.-J.Strecker, U. Roester, A.-M. Fretzdorff u. E. 
Buddecke, diese Z. 295, 83 [1953]. 
 G. Weitzel, E. Buddecke u. D. Kraft, diese Z. 305, 132 [1956]. 
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Zinkgehalt des Inselgewebes dem jeweiligen Insulin- bzw. Glukagon. 
gehalt der Inseln offenbar parallel geht. 

Der bei der Kristallisation von Insulin aus zink- und glukagon. 
haltigen Mutterlaugen anfallende, sehr feste Insulin-Zink-Glukagon- 
Komplex" diirfte die Bindungsart Nr. 1 (s. 0.) besitzen, wobei der eine 
Imidazolring vom Insulin, der andere vom endstiandigen Histidylrest 
des Glukagons stammt. Entzieht man den Insulinkristallen durch 
Waschen mit zinkbindenden Pufferlésungen das Zink, so wird der Kom. 
plex zerstért und damit auch das Glukagon vom Insulin getrennt"™, 
Kristallisiert man Insulin aus stark zinkbindenden Pufferlésungen 
(z. B. Citrat), so fallen zinkarme, glukagonfreie Insulinkristalle an; 
kristallisiert man aus schwach zinkaffinen Pufferl6sungen unter Zink- 
zusatz, so erhalt man zinkreiche, glukagonhaltige Insulin-Kristalle™. 
Dadurch erklart es sich, daB die urspriinglich nach Abel!> gewon- 
nenen Kristallinsuline glukagonfrei, die spiter nach Scott!® erhaltenen 
glukagonreich waren. Denn nach Abel?!® erfolgt die Kristallisation 
ohne Zinkzusatz aus Pyridin, nach Scott!® mit Zinkzusatz aus Phos- 
phat. In den zinkarmen Kristallen von Abel ist daher die Ausbildung 
des Insulin-Zink-Glukagon-Komplexes erschwert, in den zinkreichen 
Kristallen von Scott begiinstigt. 

Wahrend die stark zinkbindenden SH-Gruppen von Cysteinyl- 
Resten im Insulin und Glukagon nicht vorhanden sind®1°, ist im 
Albumin und Globulin mit Konkurrenzreaktionen von SH- und 
Imidazol-Gruppen um die Zink-Ionen zu rechnen. Doch scheinen im 
Albumin die Imidazolgruppen als Orte der Zinkbindung bevorzugt 
zu sein, wie aus polarographischen Untersuchungen!? und aus den 
Ergebnissen der Gleichgewichtsdialyse!® hervorgeht. Ein Imidazolring 
bindet dabei maximal ein Zink-Ion!*. Die in Frage kommenden Kom- 
plexarten entsprechen den obengenannten fiinf Méglichkeiten, jedoch 
ist bei physiologischem py die Bindungsart 4, d. h. Albumin-Zn-OH, 
unwahrscheinlich. Eine Hydroxylierung des Metalls diirfte erst oberhalb 
pu 7,5 eintreten?®. Unsere eigenen Erfahrungen’?° sprechen dafiir, 
daB das imidazolgebundene Zink des Albumins als_,,Briicken-Ion“ 
niedermolekulare Liganden anlagert, wobei bevorzugt eine zweite Imi- 
dazol-Verbindung (s. 0. Bindungsart 1) oder eine Carbonsiaure (s. 0. 2) 
assoziiert werden. Die zweite Moglichkeit erklairt die Bindung freier 
Fettsiuren durch Zink-Albumin?°. 


18 K. Okamoto, Acta Scholae med. Univ. Kioto 27, 42 [1949]. 

14 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 
293, 190 [1953]. i 

15 J. J. Abel u. Mitarbb., J. Pharmacol. 31, 65 [1927]; E. Geiling u 
A. de Lawder, ebenda 89, 369 [1930]. 

16 PD. A. Scott, Biochem. J. 28, 1592 [1934]. 

17 C. Tanford, J. Amer. chem. Soc. 74, 211 [1952]. 

18 F. Gurd u. D. Goodman, J. Amer. chem. Soc. 74, 670 [1952]. 

19 Th. Hughes u. I. Klotz, J. Amer. chem. Soc. 78, 2109 [1956]. 

20 G. Weitzel u. Mitarbb., unveréffentlicht. 
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Beschreibung der Versuche 


Analysen vgl. vorstehende Arbeit ?. 


Papierchromatographie: Die Histidyl-peptide und ihre Zink-Komplexe 
wurden papierchromatographisch in Butanol/Hisessig gepriift, wobei die Komplexe 
in Metall und Peptid dissoziieren. Das Zink wurde durch Bespriihen mit einer 
0,l-proz. Lésung von Dithizon in Chloroform nachgewiesen, die Peptide mit 
Ninhydrin. In allen Fallen gingen die Peptide unverindert aus dem Zink-Komplex 
wieder hervor. Die Fettsiuren wurden in den gemischten Peptid-Zink-Carboxylat- 
Komplexen ebenfalls papierchromatographisch mit Methylrot als Indikator in der 
Versuchsanordnung nach Kalbe”! nachgewiesen. 


A. Peptid-Synthesen 


Glycyl-L-histidin: Man erhalt die von Hunt und Du Vigneaud” 
beschriebene Verbindung durch Umsetzung von Cho-Glycinazid?’, das aus dem 
Hydrazid bereitet wurde, mit L-Histidin-methylester, Verseifung des Re- 
aktionsproduktes zum Cbo-glycyl-L-histidin und Abspaltung des Cbo-Restes in 
salzsaurer Lésung. Schmp. 178°. 

3,011 mg Sbst.: 23°, 748 Torr (red.), 0,547 ccm N, (korr.). 

C,H,,0,;N,:HCl-H,O (266,2) Ber. N 21,01 Gef. N 20,62 

L-Asparagyl-t-histidin: Aus Cbo-L-Asparaginsaure-anhydrid™ 
und L-Histidin-methylester wurde nach Verseifung des Kupplungsproduktes 
Cho-L-Asparagyl-L-histidin erhalten. Schmp. 163°. 

4,253 mg Sbst.: 23°, 745 Torr (red.), 0,528 com N, (korr.). 

C,,H..0,N, (404,2) Ber. N 13,85 Gef. N 14,04 

Abspaltung des Cho-Restes ergab t-Asparagyl-t-histidin. Schmp. 
193—-195°, [a ]?”°:— 10° (1-proz. Lésung). 

3,027 mg Sbst.: 23°, 744 mm (red.), 0,554 cem Ny, (korr.). 

CoH, ,0;N, (270,1) Ber. N 20,73 Gef. N 20,66 

L-Histidyl-glycin: Durch Umsetzung von Cbo-L-Histidinazid®, das 
aus dem Hydrazid erhalten wurde, mit Glycin-aithylester wurde Cbo-.- 
Histidyl-glycin-athylester erhalten. Schmp. 114—115°. 

4,080 mg Sbst.: 23°, 746 Torr (red.), 0,548 cem N, (kerr.). 

C,,H..0;N, (374,2) Ber. N 14,96 Gef. N 15,20 

Verseifung fiihrte zum Cbho-u-Histidyl-glycin, Schmp. 230—231°. 

4,351 mg Sbst.: 26°, 747 Torr (red.), 0,620 com N, (korr.). 

C,gH,,0;N, (346,2) Ber. N 16,18 Gef. N 15,99 

Abspaltung des Cho-Restes ergab L-Histidyl-glycin. []*: —24° (1-proz. 
Lésung), Schmp. 180—182°. 

3,465 mg Sbst.: 22°, 748 Torr (red.), 0,796 ccm N, (korr.). 

C,H,.0,N, (212,1) Ber. N 26,40 Gef. N 26,16 
_ DL-Histidyl-pL-alanin: Cbo-pL-Histidin-hydrazid, Schmp.160 bis 


*1 H. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954]; G. Weitzel, H.Schén, F. Gey u. 
H. Kalbe, diese Z. 301, 118 [1955]. 
2 M. Hunt u. V. Du Vigneaud, J. biol. Chemistry 127, 43 [1939]. 
3 EK. Brand, B. F. Erlanger, H. Sachs u. J. Polatnick, J. Amer. chem. 
. 73, 3510 [1951]. 
4G. L. Miller, O. K. Behrens u. V. Du Vigneaud, J. biol. Chemistry 
140, 411 [1941]. 
°° R. W. Holley u. E. Sondheimer, J. Amer. chem. Soc. 76, 1326 [1954]. 
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3,471 mg Sbst.: 22°, 743 Torr (ved.), 0,708 cem N, (korr.). 
C,,H,7,0,N, (304,4) Ber. N 23,10 Gef. N 23,10 
Diezes wurde in das Azid iibergefiihrt und mit pL- Alanin-athylester zum 
Cbo-puL-Histidyl-pL-alanin-athylester gekuppelt. Schmp. 116—119°. 
3,998 mg Sbst.: 24°, 740 Torr (red.), 0,517 ccm N, (korr.). 
C,9H,,0;N, (388,2) Ber. N 14,42 Gef. N 14,59 
Verzeifung lieferte Cbho-pL-Histidyl-pL-alanin, Schmp. 230—232°. 
3,002 mg Sbst.: 23°, 744 Torr (red.), 0,420 cem N, (korr.). 
C,,H.,0;N, (360,2) Ber. N 15,55 Gef. N 15,81 
Nach Abspaltung des Cbo-Restes erhielt man das Peptid. Schmp. 224—225" 
2,921 mg Sbst.: 23°, 757 Torr (red.), 0,632 ccm N, (korr.). 
C,H,,0,N, (226,1) Ber. N 24,77 Gef. N 24,77 
DL-Histidyl-pL-leucin: Aus Cho-pL-Histidin-azid und pL-Leucin. 
methylester erhielt man Cbo-pDL-Histidyl-pL-leucin-methylester.Schmp, 
119—121°. 
3,532 mg Sbst.: 22°, 745 Torr (red.), 0,423 cem N, (kor-.). 
C,,H,,0;N, (416,2) Ber. N 13,47.Gef. N 13,58 
Daz Verseifungsprodukt Cbo-pu-Histidyl-pi-leucin vom Schmp 
2102120 
4,110 mg Sbst.: 22°, 737 Torr (red.), 0,50 cem N, (korr.). 
Cy9H2,0;N, (402,2) Ber. N 13,92 Gef. N 13,69 
ergab nach Abspaltung des Cho-Restes DL-Histidyl-pL-leucin, Schmp. 293 
204°, 
2,911 ing Sbst.: 22°, 752 Torr (red.. 532 cem N, (korr.). 
C1.H2903N, (268,1) Ber. N 20,88 Gef. N 20,92 
Glycyl-u-histidyl-L-leucin: Cbho-Glycyl-t-histidin-hydrazid* 
wurde ‘n das Azid iibergefiihrt und mit L- Leucin-methylester umgesetzt. Das 
Reaktionsprodukt Cbho-Glycyl-L-histidyl-Lt-leucin-methylester (Schmp. 
190°) 
5,038 mg Sbst.: 24°, 743 Torr (red.), 0,656 cem N, (korr.) 
C,3H3,0,N; (473,2) Ber. N 14,79 Gef. N 14,64 
wurde zum Cbho-Glycyl-u-histidyl-L-leucin verseift. Schmp. 187—189°. 
4,153 mg Sbst.: 24°, 747 Torr (red.), 0,573 cem N, (korr.). 
Cy2HogO,N; (459,2) Ber. N 15,25 Gef. N 15,32 
Durch Abspaltung des Cho-Restes entstand Glycyl-L-histidyl-L-leucin. 
Schmp. 256—258°. 
2,574 mg Sbst.: 22°, 750 Torr (red.), 0,479 cem N, (korr.). [«]})*: + 27° (1-proz. 
Loésung in 1-n. HCl). 
C,,H.30,N, (325,1) Ber. N 21,53 Gef. N 21,26 


B. Zink-Komplexe 


Zink-[glycyl-L-histidin] (1:2) 

a) Herstellung des freien Peptids durch Entfernung der Salzséure mit einem 
schwach basischen Austauscher (Merck II), der jedoch die Saure nicht villig 
entfernte. Umsetzung der Peptidlésung mit nach und nach zugegebenem Zink- 
hydroxyd, bis dieses nicht mehr in Lésung ging. Filtration und Fallung des 
Komplexes mit Methanol. 

15,32 mg Sbst. verbr. 3,21 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,gH220,N,Zn (487,5) Ber. Zn 13,42 Gef. Zn 13,72 


26 R. F. Fischer u. R. R. Whetstone, J. Amer. chem. Soc. 76, 5076 [1954]. 
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b) Glycyl-u-histidin bildet einen sehr schwer léslichen 1:1-Kupfer- 
Komplex. Die Verbindung wurde beim Kochen von Glycy]-L-histidin-hydro- 
chlorid mit CuCO, als krist. Niederschlag beim Abkiihlen der filtrierten Lésung 
erhalten. Die Kristalle wurden in Wasser suspendiert und Schwefelwasserstoff 
eingeleitet. Nach einigen Stunden war der Komplex zerlegt, das gefallte Kupfer- 
sulfid wurde abfiltriert und die Lésung bis zur Sattigung mit Zinkhydroxyd um- 
gesetzt. Aus der eingeengten Lésung konnte der Zink-Komplex mit Methanol 
gefallt werden. 

10,87 mg Sbst. verbr. 2,31 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,gH..0,N,Zn (487,5) Ber. Zn 13,42 Gef. Zn 13,90 

[Glycyl-L-histidin]-zink-butyrat (1:1:1): 266 mg (1 mMol) Glycyl-t- 
histidin-hydrochlorid-1H,O léste man in wenig Wasser und gab 240 mg 
(1 mMol) Zinkbutyrat dazu. Die schwach saure Lésung (pq 5—5,4) brachte man 
mit 0,1-n. NaOH vorsichtig auf neutralen pq, filtrierte und fallte mit Aceton. 
Die Fallung wurde abzentrifugiert, mit Wasser, Aceton und Ather gewaschen. 

12,36 mg Sbst. verbr. 3,433 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,.H,,0;N,Zn (363,6) Ber. Zn 17,98 Gef. Zn 18,20 

Umkristallisation aus heiBem Wasser wegen Teilhydrolyse nicht méglich. 
Beim Auflésen in verd. Salzséure tritt intensiver Buttersiure-Geruch auf. 

Zink-[L-asparagyl-L-histidin] (1:1): Zu der Lésung von 340 mg (1 mMol) 
L-Asparagyl-L-histidin in Wasser gab man nach und nach so viel frisch 
gefalltes Zinkhydroxyd, bis nichts mehr gelést wurde. Der in Wasser spielend 
lisliche Zink-Komplex konnte durch reichlichen Methanol-Zusatz ausgefallt 
werden. Er zeigte im Polarisationsmikroskop keine Doppelbrechung. 

9,40 mg Sbst. verbr. 2,84 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,9H,,0;N,Zn (333,6) Ber. Zn 19,72 Gef. Zn 19,74 

Zink-Carnosin (1:1): 226 mg (1 mMol) kaufliches Carnosin (Roche) léste 
man in 10 ccm Wasser und gab 100 mg (etwa 0,7 mMol) ZnCl, und 2 Tropfen 
l-n. HCl hinzu. Die klare Losung brachte man mit NaOH vorsichtig auf neutralen 
pu. Die dabei entstandene feinflockige Fallung wurde abzentrifugiert, mit Wasser, 
Aceton und Ather gewaschen und getrocknet. 

11,79 mg Sbst. verbr. 4,022 ccm 0,01-m. Komplexon-IIT-Lésung. 

C,H,,0,N,Zn (289,6) Ber. Zn 22,58 Gef. Zn 22,30 

Zink-[Lt-histidyl-glycin] (1:2): 425mg (2mMol) L-Histidyl-glycin 
wurden in 20 com Wasser gelést und mit 1 mMol Zinkhydroxyd versetzt, das 
aus 2,3 mg Zinkacetat-2H,O (1,1 mMol) durch Fallung mit Natronlauge gewonnen 
und mehrmals mit Wasser gewaschen war. Die Reaktionsmischung wurde mehrere 
Stunden geschiittelt und durch Filtration geklirt. Nach Einengen auf 5—8 ccm 
konnte mit Methanol gefallt werden. Wurde die Lésung nach Filtration an der 
Luft oder im Exsiccator iiber P,O,; langsam zur Trockne eingedampft, so fiel der 
Komplex als spréder Lack an, der sich in Blattchen oder Nadeln vom Glas abléste. 
Im Polarisationsmikroskop zeigte sich keine Doppelbrechung. Das Produkt ist in 
Wasser leicht léslich. 

10,51 mg Sbst. verbr. 2,15 cem 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,gH..0,N,Zn (487,5) Ber. Zn 13,42 Gef. 13,39 

Zink-[DL-histidyl-DL-alanin] (1:2): 460 mg (2mMol) pL-Histidyl-DL- 
alanin léste man in 15 ccm Wasser unter Erwirmen und gab nach und nach 
ImMol Zinkhydroxyd zu. Der Zink-Komplex ist sehr leicht wasserléslich; er 
wurde nach Filtration und Einengen der Lésung mit Methanol gefallt. Abzentrifu- 
gieren, waschen und trocknen wie tiblich. Die Zinkverbindung zeigt keine Doppel- 
brechung. 

13,30 mg Sbst. verbr. 2,55 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,,H2,0,N,Zn (515,6) Ber. Zn 12,68 Gef. Zn 12,54 
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Zink-[DL-histidyl-pL-leucin] (1:2): 540mg (2mMol) pL-Histidyl. 
DL-leucin léste man in 20 ccm siedendem Wasser und gab portionsweise frisch 
gefalltes Zinkhydroxyd bis zur Sattigung zu, wobei die Léslichkeit des Peptids 
zunahm. Das in Wasser schlecht lésliche Peptid ging auch in Lésung, als es in 
suspendierter Form mit der berechneten Menge Zinkhydroxyd einige Stunden bei 
Zimmertemp. geschiittelt wurde. Aufarbeitung erfolgte wie oben. Die Substanz 
zeigte Doppelbrechung, wenn sie durch Einengen der Lésung gewonnen wurde, 
Sie ist in Wasser leicht léslich. 

21,12 mg Sbst. verbr. 3,58 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C.4Hsg0,N,Zn (599,6) Ber. Zn 10,84 Gef. Zn 10,59 

[pL-Histidyl-puL-leucin]-zink-butyrat (1:1:1): 280 mg des Peptides 
léste man zusammen mit 240 mg Zinkbutyrat in 20 ccm Wasser, filtrierte, engte 
das Filtrat auf etwa 10 ccm ein und versetzte bis zur beginnenden Triibung mit 
Aceton. Nach mehrtagigem Aufbewahren bei —10° zentrifugierte man das aus. 
gefallene Produkt ab und wusch mit waBr. Aceton, mit reinem Aceton und mit 
Ather. 

9,72 mg Sbst. verbr. 2,34 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,,H2.0;N,Zn (419,6) Ber. Zn 15,60 Gef. Zn 15,72 


Zink-Komplexe des Histidyl-histidins 

Es wurde kaufliches pi-Histidyl-DL-histidin (Roche) benutzt. 

a) Zink-[pL-histidyl-pL-histidin] (1:1): Zu 150 mg (0,5 mMol) pL- Hi- 
stidyl-pL-histidin in 10 cem Wasser gab man 110 mg Zinkacetat:2H,0 
(0,5 mMol). Beim Neutralisieren der Lisung fiel sofort ein sehr schwer léslicher 
N eye | aus. Nach Abzentrifugieren wurde mit Aceton und Ather gewaschen 
und iiber P,O, getrocknet. Der Zink-Gehalt des Niederschlages entspricht dem 
1:1-Komplex, welcher amorph ist. In siedendem Wasser ist die Verbindung sehr 
schwer lé*lich, in schwachen Sauren oder Basen geht sie in Lésung. 

15,34 mg Sbst. verbr. 4,40 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,.H,,0,N,Zn (355,4) Ber. Zn 18,38 Gef. Zn 18,98 

b) Zink-[pL-histidyl-puL-histidin] (1:2): pL-Histidyl-pu-histidin 
nahm auch nach 24 stdg. Schiitteln mit einem UberschuB an Zinkhydroxyd 
nicht mehr Zink auf, als der Zusammensetzung 2:1 entspricht. 300 mg (1 mMol) 
wurden eingesetzt und wie oben aufgearbeitet. Die Verbindung ist in Wasser gut 
léslich und zeigt keine kristallinen Eigenschaften. 

13,80 mg Sbst.: verbr. 2,12 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,H 3 90gNj.Zn (647,4) Ber. Zn 9,91 Gef. Zn 10,23 

Zink-[glycyl-L-histidyl-L-leucin] (1:1): Die Lésung von 325 mg 
(1 mMol) des Tripeptides in 20 ccm siedendem Wasser schiittelte man 24 Stdn. 
bei 20° mit etwa 1,1 mMol frisch gefalltem Zinkhydroxyd, von dem der gréBte 
Teil in Lésung ging. Man zentrifugierte vom Riickstand ab, Einengen der klaren 
Lésung, Zugabe von Aceton bis zur beginnenden Triibung, 2 Tage Aufbewahrung 
bei +1°. Abzentrifugieren, waschen und trocknen der Fallung wie oben. Die Zink- 
werte aus verschiedenen Ansatzen entsprachen dem 1:1-Komplex, welcher in 
Wasser leichter léslich ist als das Peptid. 

11,41 mg Sbst. verbr. 2,89 com 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C,,H,,0,N,;Zn (388,5) Ber. Zn 16,85 Gef. Zn 16,54 


Auf andere Weise gewonnene Zink-Komplexe des Tripeptides erreichten | 


nicht ganz die dem 1:1-Komplex entsprechenden Zinkwerte, z. B.: 165 mg 


(0,5 mMol) wurden in 10 ccm siedendem Wasser gelést und 155 mg (0,5 mMol) | 
Zinksulfat-7H,O hinzugegeben. Die Lésung wurde mit 10 ccm n/10-Ba(OH), | 
langsam versetzt und vom ausgefallenen Bariumsulfat abfiltriert. Die durch Ein- 
engen der Lésung oder Ausfallen gewonnenen Produkte zeigten Zinkwerte, die | 
zwischen 15,2 und 16,0% (Ber. 16,85°%) Zink lagen. Kristallisierte Produkte © 


entstanden nicht. 
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Zusammenfassung 


Zur Prifung des Zinkbindungsvermégens wurden L-Histidyl-L- 
glycin, DL-Histidyl-DL-alanin, DL-Histidy]-DL-leucin, Glycyl-L-histidin, 
L-Asparagyl-L-histidin und Glycyl-L-histidyl-L-leucin synthetisiert. 

Diese Peptide sowie DL-Histidyl-DL-histidin und Carnosin besitzen 
als Imidazol-Derivate hohe Zinkaffinitét. Die analysenrein dar. 
gestellten Zink-histidyl-peptide liegen als 1:2-, in einigen Fallen als 
1:1-Komplexe vor. Sie lésen sich zumeist sehr leicht in Wasser und 
erleiden dabei keine Hydrolyse. 

Strukturformeln von Zink-histidyl-peptiden werden diskutiert 
unter Beriicksichtigung der speziellen Bindungsméglichkeiten von Zink 
durch Imidazolringe in Polypeptiden und Proteinen. Dabei ist auf 
Grund der dargestellten Zink-Komplexe von Histidin und Histidyl- 
peptiden mit den Bindungsarten Imidazol-Zink-Imidazol, Imidazol- 
Zink-Carboxylat (1:1:1), Imidazol-Zink-X, (Doppelsalztyp) und Imid- 
azol-Zn-OH (1:1:1) zu rechnen. 


Summary 


L-Histidyl-L-glycine, DL-histidyl-DL-alanine, DL-histidyl-DL-leu- 
cine, glycyl-L-histidine, L-asparagyl-L-histidine and glycyl-L-histidyl- 
L-leucine have been synthesized and their zinc-binding ability invest- 
igated. These peptides, together with carnosine and DL-histidyl-DL- 
histidine, are imidazole derivatives and therefore possess a high affinity 
for zine. Zine histidyl-peptides have been prepared in an analytically 
pure state in the form of 1:2, and in some cases 1:1, complexes. The 
majority of the complexes are very readily soluble in water and are 
resistant to hydrolysis in solution. The structure of the zinc histidyl- 
peptides is discussed in the light of the linkage of zine by imidazole 
rings in polypeptides and proteins. The experimental results indicate 
that the following types of linkage are possible: imidazole-zinc-imidazole, 
imidazole-zinc-carboxylate (1:1:1), imidazole-zine-X,, i.e. double salt 
type, and imidazole-zinc-OH (1:1:1). 
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Eine modifizierte Warburg-Apparatur 
Von 
F. J. Zapp 
Aus dem Physiolozisch-Chemischen Institut der Universitat des Saarlandes in Homburg, Saar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1956) 


Zur Messung von Fermentreaktionen und Stoffwechselvorgangen 
an Gewebsschnitten, Zellen, Homogenaten, Extrakten und biologischen 
Flissigkeiten aller Art, wobei unter geeigneten Bedingungen das Ver. 
schwinden oder Entstehen von Gasen gemessen werden kann, hat sich 
zweifellos das von O. Warburg? entwickelte Verfahren seit Jahrzehnten 
bewahrt. 

Obwohl die Thermostaten und auch die Manometer im Laufe der 
Jahre nach verschiedenen Richtungen modifiziert? worden sind, zeigte es 
sich, daB die so zweckmaBige Apparatur unter bestimmten Umstanden 
mit Fehlerquellen behaftet sein kann, die sich daraus ergeben, dab die 
Manometer auBerhalb des Thermostaten auf einer Schiittelvorrichtung 
befestigt sind, waihrend die Reaktionstrége sich im temperierten Wasser- 
bad befinden, das auf eine Temperatur eingestellt ist, die 15—20° hoher 
sein kann als die Raumtemperatur. Infolge dieses Temperaturgefiilles 
werden bei ungiinstiger Stellung des Apparats (Zugluft, Fensternihe 
usw.) Druckainderungen gemessen, die mit der eigentlichen biologischen 
Reaktion nichts zu tun haben. Zur Vermeidung solcher nahezu un- 
kontrollierbarer Druckschwankungen haben schon einige Untersucher 
eine Glashille um die Manometer angebracht oder auch die Warburg. 
Apparatur in einem klimatisierten Raum avfgestellt. Auch das s0- 
genannte ,,Umkippen“ gibt leicht AnlaB zu Fehlerquellen. Denn, wenn 
man das Vermischen von 2 Reaktionslésungen in den Warburg-Troégen 
zu einer gegebenen Zeit und nach Temperaturangleichung vornimmt, s0 
muB man fiir das Umkippen das Manometer mit dem geschlossenen 
Troge aus dem Wasserbad herausnehmen, wobei eine gewisse Abkih- 
lung des Troginhalts nicht zu vermeiden ist. 

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurde die Warburg-Appara- 
tur so modifiziert, daB sich das ganze Manometer im Wasserbade 
befindet, daB man alle Handgriffe und MaBnahmen, wie das Einleiten 
des Gasgemischs von z. B. 95° N, mit 5% CO,, das Einstellen des 


1 0. Warburg, Biochem. Z. 100, 230 [1919]. 

2 J. Barcroft, Ergebn. Physiol. 7, 699 [1908]; H. A. Lardy, W. E. Gilson, 
J.Hipple u. R. H. Burris, Analytic. Chem. 20, 1100 [1949]; G. Quadbeck, 
Chemie-Ing.-Techn. 21, 373 [1949]; F. Dickens, in Bamann-Myrback: Methoden 
der Fermentforsch., G. Thieme, Leipzig, Bd. 1, S. 985 (1941); D. Burk u. 6. 
Hobby, Science [Washington] 120, 640 [1954]. 
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Manometers auf den Ausgangspunkt, das Ablesen der manometrischen 
Ausschlige durch die Glasscheibe der Apparatur und auch das Umkippen 
im Thermostaten ohne Herausnahme im Wasserbade vornehmen kann. 


Beschreibung der Apparatur* 
Das Gerat besteht aus einem Glasthermostaten (Abb. 1), in welchen mittels 
einer besonderen Schiittelvorrichtung die Manometer mit ihren ReaktionsgefiBen 


H l Sch 
aon 


Abb. 1. Schematische Ubersicht 

der Apparatur: Sch Schiittel- 

vorrichtung, L Aufhangeleiste 

fir Manometer, H Handhebel 

der Kippvorrichtung, M einge- 

setzte Manometer, D Druck- 
schraube. 
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eingesetzt werden kénnen. Dadurch ist der Gesamtgasraum, einschlieBlich der mit 
Sperrfliissigkeit gefiillte Teil des Manometers, unter Wasser angebracht und somit 
den AuBenschwankungen ganzlich entzogen. Bei Anbringung eines Barokomparators 
lassen sich auBerdem noch die atmospharischen Schwankungen ausschalten, so daB 
damit jede Stérung wegfallt (Tab. 1, 2, Abb. 2). 


Tab. 1. Abgelesene mm-Werte bei 4 Apparaten des neuen Systems wahrend 
10 stdg. Versuchsdauer. Angleichung 30 Min., Inhalt der GefaBe 2 com Ringer Ryo. 





Apparat Nr. Zeit 
2 4 Beginn 


105 107 10°° 
105 107 jh Ng 
105 107 15 
105 107 Ise 
105 107 20° 














Die eingesetzten Manometer sind in ihrer senkrechten Achse drehbar, so daB 
die ReaktionsgefaBe mit weiteren NebengefaBen ausgeriistet werden kénnen, aus 
denen dann wahrend des Versuches, ohne Herausnahme des Manometers aus dem 
Wasser, durch eine mechanische Kippvorrichtung andere Versuchsbedingungen 
geschaffen werden kénnen. 

Die Kippvorrichtung gestattet, iiber einen besonderen Hebel nach Angleichung 
an die Versuchsbedingungen in allen Manometern die Reaktion gleichzeitig ein- 
muleiten. Auch hierbei bleiben die Manometer standig im Wasserbad. Sie brauchen 
nicht, wie es bisher speziell fiir Fermentversuche erforderlich war, nach Angleichung 
aus dem Wasserbad entnommen zu werden, um sie einzeln durch Hin- und Her- 
neigen reaktionsbereit zu machen. 

Der Schiittelmechanismus erfolgt lagerlos iiber Blattfedern. Diese sind an den 
beiden Kopfenden iiber dem Becken angebracht. Eine Aufhangeleiste fiir die 


* Die Apparatur wird von der Firma B. Braun, Melsungen, geliefert. 
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Abb. 2. Reaktionsverlauf einer Acctyl. 

cholinspaltung durch Kaninchenserum in 

A zwei Apparaten des neuen Systems. Die 

a Apparate besitzen unterschiedliche Ge. 

faBkonstanten. Tab. 2 zeigt die dazu. 

gehérenden abgelesenen mm-Werte in 
Brodie. 
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Tab. 2. 





: mm mm? ¥ 
Zeit Diff. CO, CO, 





0’ 
10’ 11 7,25 6,58 
20’ 21 13,60 é 13,20 
30’ 30 19,80 18,80 
40’ 39 25,80 24,50 
50’ 49 32,40 31,20 
60’ 59 39,00 39,40 























Manometer befindet sich auf jeder Seite zwischen zwei solcher Federn. Die Leiste 
trigt mehrere, beweglich mit der Aufhingeleiste verbundene Steckbiichsen, in 
welche beim Einsetzen der Manometer die Zapfen der Manometerhalter einfach 
eingeschoben werden. Die Betiatigung des Handhebels der Kippvorrichtung bringt 
die eingesetzten Manometer aus der Senkrechten in die Schraglage nach links oder 
rechts, so daB in den ReaktionsgefaBen die Fliissigkeiten zusammenlaufen kénnen 
und die Reaktion eingeleitet wird. Die Schiittelamplitude und -frequenz sind in 
weitem Bereich variierbar. 

Der Thermostat besteht aus einem groBen Glasbecken mit elektrischer 
Thermoregulierung. AuBer einem Propellerriihrer sorgt eine Umwalzpumpe fiir 
eine gute Durchmischung, welche noch durch die Schiittelbewegung der im Wasser 
angebrachten Manometer unterstiitzt wird. 

Die Spannleiste des Manometers (Abb. 3) hat in ihrem oberen Teil einen 
Zapfen (a), welcher in die vorgesehenen Steckbiichsen der Aufhangeleiste ein- 
gesetzt werden kann. Am unteren Teil befindet sich eine kleine Hiilse (b), in die der 
Ballon mit der Sperrfliissigkeit (c) eingeschoben wird. Beide Teile tragen je eine 
Metallschelle (d), mit der das Manometer an die Leiste fixiert wird. Zwischen beiden 
Teilen zieht von oben nach der Hiilse zu eine lange Schraube (e). Diese endet in der 
Hiilse und kann von oben her reguliert werden. Die Drehung der Schraube teilt sich 
einer kleinen Blattfeder (f) mit, welche bei eingesetztem Ballon (c) tiber demselben 
liegt und diesen so komprimieren oder ausdehnen lassen kann. Die Metallteile sind 
aus nichtrostendem Material. Der etwa 2ccm Brodie-Fliiss:gkeit fassende Ballon ist 
rechtwinklig mit dem geschlossenen Teil nach hinten abgeknickt und wird nach 
dem Fiillen mit dem offenen Teil auf das untere Ende des Manometers aufgesetzt. 

Das Manometer besteht aus den iiblichen Doppelkapillaren mit einer 300-mm- 
Graduierung. Im oberen Teil, im Anschlu8 an die Graduierung verlangert sich die 
eine der Kapillaren in einem kurzen Seitenschenkel (h). Dieser Seitenschenkel 
endet in einem besonderen Hahn (i), der fiir die unter Wasser angeordnete Versuchs- 
weise eigens konstruiert ist. 

Die Hahnhiilse hat im oberen Abschnitt auf beiden Seiten je eine Ausbuchtung 
k ), welche fiir die Gasdurchleitung von Wichtigkeit sind. Am unteren auBeren 
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Ende tragt die Hiilse einen Schliff (1), auf den das ReaktionsgefaiB (m) aufgesetzt 
wird. Der Hahnstopfen (n), der fiir den inneren Schliff vorgesehen ist, hat in seinem 
Kern vier Bohrungen. Zwei dieser Bohrungen sind Verlingerungen des auf dem 
Stopfen nach oben aufgesetzten Kapillarhalses (0). Sie enden seitlich im rechten 
Winkel am Stopfenschliff, wo sie ausmiinden. Diese Bohrungen werden durch zwei 
weitere erganzt, welche seitlich von der Stopfenschliffflache rechtwinklig nach dem 
Stopfenboden verlaufen und dort ausmiinden. An der Unterseite des Stopfens ist 
ein kleines GefaiB (p) angearbeitet. Dieses GefaB dient zur Aufnahme von Lauge 
bei bestimmten Versuchsanordnungen. Am 
unteren Ende ist der Stopfen ringférmig 
abgesetzt, so da dadurch der Zugang vom 
ReaktionsgefaB zur Manometerkapillare stan- 
dig offen bleibt. 

Der Stopfen wird so in die Hiilse ein- 
gesetzt, daB die seitlichen Offnungen an der 
Schliffflaiche den Ausbuchtungen der Hiilse 
gegeniiberstehen. (s. Abb. 3). So wird eine 
Verbindung zwischen den von oben kom- 
menden Bohrungen mit den darunterliegen- 
den durch die Ausbuchtungen der Hiilse 
gewahrleistet. In dieser Stellung kann die 
Gasdurchleitung durchgefiihrt werden. Das 
Gasgemisch gelangt durch eine der von oben 
kommenden Kapillaren in den oberen Teil 
des Stopfens, iiber die Ausbuchtung in des- 
sen unteren Teil und durch die Ausmiindung 
am Stopfenboden in das ReaktionsgefaB. Es 
strémt anschlieBend durch den gleichen Ka- 
pillarweg der anderen Seite nach auBen. Um 
das System zu schlieBen, geniigt eine Viertel- 
drehung an der kapillaren Verlangerung (0) 
des Stopfens. Hierdurch werden die Off- 
nungen, welche der Ausbuchtung der Hiilse 
gegeniiberstanden, fest an den Schliff gelegt 
und das System wird auf der Reaktionsseite 
vollkommen abgedichtet. Die Rundnabe am 
unteren Ende des Stopfens laBt dabei die kh. % Dieses ws His 
Offnung zum Manometer standig offen. dchaes (Erkla a he 

Das ReaktionsgefiB ist schuhférmig, iateiaiii Text Pe so 
hat zwei Flissigkeitsriume und wird mit emt}. 
seinem Schliff auBen fest auf die Schliffhiilse 
aufgesetzt. Man kann es im gefiillten Zustand anbringen, und muB dies tun, wenn 
der Hahnstopfen zuerst eingesetzt wurde. Andererseits la8t es sich auch leer 
anbringen. In diesem Falle wird es mittels Pipetten durch die Schliffhiilse des 
noch nicht eingesetzten Hahnstopfens gefillt. Diese Manipulation ist der ersten 
vorzuziehen, da man das leere GefaB besser handhaben kann und weil weiter 
das mitunter schon vorkommende Umkippen der gefiillten GefaBe vor Anbringen 
derselben an das Manometer, wahrend der Versuchsvorbereitungen wegfallt. Die 
GefaBe besitzen nur einen Schliff, mit dem man sie an das Manometer fixiert. 
Durch die Anordnung des schon beschriebenen Hahnes ist der kleine Seiten- 
rise iiberfliissig und die Handhabung des gesamten Manometers einfacher ge- 
worden. 

















Die Ermittlung der GefaBkonstanten 


Die Eichung kann, wie es bereits Warburg lehrte, manometrisch unter 
Verwendung eines Hilfsvolumens vorgenommen werden. Einfacher aber gestaltet 
sich hei diesen Manometern die Eichung durch Fiillen des Systems mit Quecksilber. 
Hierzu bedient man sich eines besonderen Strahldrahtes, welcher an seinem 
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vorderen Ende mit kleinen Widerhikchen versehen ist. An dieser Stelle wird der 
Draht zunichst mit etwas Watte umwickelt, und zwar so, daB man den umwickelten 
Teil zuerst noch in die Kapillare einfiihren kann. Das Gerat eignet sich auch zur 
Reinigung der Kapillaren. Der Draht wird bis zur seitlichen Abzweigung in die 
Kapillare eingefiihrt. AnschlieBend fixiert man das ReaktionsgefaB fest an das 
Manometer. Durch die Schliffhiilse fiillt man Quecksilber bis gerade iiber die 
Einmiindung der seitlichen Kapillaren. Durch langsames Ziehen am Draht, wodurch 
das Quecksilber in die Kapillare nachstrémt, wird der Quecksilberfaden auf den 
gewiinschten Nullpunkt eingestellt. AnschlieSend wird der Hahnstopfen eingesctzt. 
Dies geschieht in der Weise, da8 die Offnung des Stopfens den Ausbuchtungen der 
Hiilse gegeniiber zu liegen kommen (s. Abb. 3). War der Quecksilberstand etwas 
hoch, so kann das iiberschiissige Quecksilber durch die Bohrungen /n den Kapillar- 
hals des Stopfens hochsteigen. Mit einer Drehung wird das System geschlossen, 
Durch weiteren Zug am Draht entfernt man diesen aus der Kapillaren und laBt das 
dariiberstehende Quecksilber aus der Kapillaren in ein entsprechendes . Auffang. 
gerit auslaufen. Dann lést man das ReaktionsgefiB und das darin enthaltene 
Quecksilber wird ebenfalls in das Auffanggerait aufgenommen. Das Quecksilber 
wird ausgewogen und unter Beriicksichtigung von Temperatur und spezif. Ge- 
wichtes dessen Volumen errechnet. Das Vol. des Gasraumes bis z1 dem entsprechen- 
den Nullpunkt ist gleich dem Vol. des Quecksilbers. Die GefaBkonstante kann 
dann unter Beriicksichtigung des einzufiillenden Volumens an Reaktionsfliissigkeit 
leicht errechnet werden nach der bekannten Forme! (Beispiel fiir CO,.-Bestimmung): 


973 
eee a 
, G T t F 
Keo, = 10000 


Hierbei ist Vg das Volumen des Gasraumes iiber der Reaktionsfliissigkeit, 7’ die 
absolute Temperatur, Vy das Volumen der einzufiillenden Menge an Versuchs- 


fliissigkeit und a der Bunsensche Absorptionskoeffizient fiir CO, bei der ent- — 


sprechenden Versuchstemperatur. 


Vorbereitung der Manom ©: zum Versuch 


Hier soll der Versuch beschrieben sein, wie er fiir eine Aktivitatsbestimmung 
der Serumcholinesterase manometrisch durchgefiihrt wird (s. auch Abb. 2 und 
Tab. 2). Zunachst wird das Gefa8B mit dem Manometer fest verbunden, indem die 
GefaBe in Richtung zur Kippbewegung oder auch quer zu derselben angebracht 
werden. Dann fiillt man die Reaktionsfliissigkeiten mittels Pipetten, die durch die 
Hahnhiilse bis zum Boden des Reaktionsgefiafes eingefiihrt werden, ein, und zwar 
in die kleine Ansatzbirne die Serum-Verdiinnung in Ringer, Ryo, iiblicherweise 
0,5 ccm, in die gréBere Ansatzbirne 1,5 ccm Substratlésung in Ringer, Ryo, das 
sind insgesamt 2 ccm Reaktionsfliissigkeit. Dann setzt man den leicht gefetteten* 
Hahn so ein, daB die Bohrungen den Ausbuchtungen der Schliffhiilse gegeniiber- 
stehen (s. Abb.3). Die so vorbereiteten Manometer werden anschlieBend ins Wasser- 
bad an der Schiittelvorrichtung aufgehaingt. Es ragen nur noch der nach oben ver- 
langerte freie Schenkel des Manometers, die Verlangerung des Stopfens und der 
obere Teil der Druckschraube aus dem Wasser. Durch eine der Kapillaren des 
Stopfens 148+ man vorsichtig das iibliche Gasgemisch CO,/N, durchstrémen. Hier- 
bei kann man leicht schiitteln. Nach der Durchstrémung, etwa nach 3 Min., wird 
das System durch eine Vierteldrehung an der oberen Stopfenverlangerung ge- 
schlossen. 

Nach vollkommener Angleichung, etwa nach 15 Min., wird die Reaktion ein- 
geleitet. Dabei ist folgendes zu beachten: Sind die ReaktionsgefaBe quer zur Kipp- 
richtung angebracht, so dreht man das Manometer zuerst in seiner senkrechten 


* Bewahrt hat sich nur DC Hochvakuumfett, Silicone, Erz. der Dow Corning 
Corporation, Wacker Chemie, Miinchen. 
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Achse um 90° im Wasser. Stehen die GefaBe gleich in Kipprichtung, so eriibrigt 
sich diese Manipulation vor dem Kippen. Man lést am Kipphebel die Sperre, 
welche alle Manometer in der senkrechten Stellung fixiert. Danach ist ein Hin- und 
Herpendeln der Manometer méglich. Durch Bewegen des Handhebels nach links 
oder rechts kénnen die Manometer aus der Senkrechten in die jeweilige Schrag- 
stellung gebracht werden. Die Neigung der Manometer hat ein ZusammenflieBen 
der Reaktionsfliissigkeiten zur Folge, welche sich intensiv miteinander vermischen, 
wodurch die Reaktion eingeleitet wird. Auer dieser Durchmischung zu Beginn 
des Versuches, kann diese beliebig oft wihrend des Versuches wiederholt werden. 
Nach dem Kippen und Mischen fixiert man wieder die Manometer in der senk- 
rechten Stellung. Zu dieser Kippbewegung ist es nicht mehr wie bisher erforderlich, 
die Manometer nach Angleichung aus dem Wasserbad zu nehmen und einzeln zu 
mischen. 

Will man die Reaktion in verschiedenen GefaBen hintereinander einleiten, so 
werden zunaichst nur die Manometer in Kipprichtung gebracht, welche zuerst 
eingeleitet werden sollen. Die iibrigen GefaiBe sind entweder gleich quer zur Kipp- 
richtung angebracht oder werden durch Drehen des ganzen Manometers quer zur 
Kipprichtung eingestellt. So ist in diesen GefaBen beim Kippen ein Zusammen- 
laufen der Reaktionsfliissigkeiten nicht méglich. Das Ablesen der Manometer 
erfolgt durch die Glasscheibe des Thermostaten. Die Druckregelung zwischen den 
Ablesungen wird durch Drehen der Schraube iiber dem Wasserbad betitigt. Die 
Berechnung der Gasdruckanderungen erfolgt wie bisher durch Multiplikation der 
abgelesenen mm Brodie mit der GefaBkonstanten. 


Zusammenfassung 


Die bisher angewandte Warburg-Apparatur ist derart abgeandert 
worden, daB saimtliche Teile des Systems in ein temperaturkonstantes 
Wasserbad eingesenkt sind. Dadurch sind Fehlerquellen, welche durch 
Temperatureinwirkungen von auBen bedingt sein kénnen, ausgeschaltet 
worden. Durch eine mechanische Kippvorrichtung kann das Mischen 
der Reaktionsfliissigkeiten in den Gefaifen ohne Herausnahme der 
Manometer aus dem Thermostaten durchgefiihrt werden. Die Brauch- 
barkeit der Apparatur ist an dem einfachen Beispiel der Acetylcholin- 
spaltung durch Serumcholinesterase dargestell: . 


Summary 


A modification of the Warburg apparatus is described in which the 
whole system is immersed in a constant-temperature water bath. By 
this means errors caused by external temperature influences are ex- 
cluded. A tipping arrangement enables the reaction liquids in the vessels 
to be mixed without removing the manometers from the thermostat. 
The applicability of the apparatus is demonstrated in the cleavage of 
acetylcholine by serum choline esterase. 
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Uber das Vorkommen der A®*1!1“17-n-Eikosapentaensiure 
im Dorschlebertran und deren Isolierung 


Von 


E. Klenk und D. Eberhagen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1956) 


Wie schon vor einiger Zeit Klenk und Bongard!? feststellten, 
finden sich in den Fischléberélen, ebenso wie in den Phosphatiden von 
Saugetierorganen nur Polyensiuren mit Divinylmethangruppierungen, 
— CH:CH-CH,-CH:CH—. Es ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir 
das Vorhandensein von Polyensiuren mit Divinylathangruppierungen, 
— CH:CH-CH,-CH,-CH:CH —. Bei den ersten orientierenden Ver. 
suchen? zur Charakterisierung dieser Polyensiuren konnte unter ihnen 
auch bereits das Vorkommen der A°*-!!-14-17_n-Kikosapentaensiure 
nachgewiesen werden. 


Als wir nun in Fortfiihrung dieser Untersuchungen die aus dem | 
Polyensiuregemisch des Dorschlebertrans durch Vakuumdestillation der | 
Ester herausfraktionierten C,,-Polyensiuren durch Gegenstromver. | 


teilung in die Komponenten zerlegten, erhielten wir als Hauptbestand. 
teil (76% der eingesetzten C,,)-Polyensiuren) eine Pentaensaure. In 


kleineren Mengen wurden auch Dien-, Trien- und Tetraensaiuren nach. | 
gewiesen. Jedoch haben wir nur die in reichlichen Mengen anfallende ( 


Pentaensaure eingehender untersucht. 


Der oxydative Ozonidabbau und die chromatographische Analyse 


des Gemischs der Abbaudicarbonsiuren nach Klenk und Bongard' 
fiihrte zu dem in der Tab. 1 zusammengestellten Ergebnis. 


Tab. 1. Abbaudicarbonsauren der Eikosapentaensiure und ihres Methylesters. 
Menge der Abbaudicarbonsiuren in Mol pro Mol Polyensiure. 























? ‘ Bernstein- . s i ; 
Malonsaure (C3) aaa (C,) Glutarsaure (C,;)| Vorlauf 
papier- papier- papier- 
Menge | chrom. |Menge} chrom. |Menge| chrom. Menge 
Priifung * Priifung * Priifung * 
Methylester 1,75 C; 0,03 C, 0,08 C; 0,73 ** 
Freie Saéure 2,84 C; 0,07 C, 0,82 C; 01175 





* hier sind siimtliche Dicarbonsiuren aufgefiihrt, deren Anwesenheit papierchromatographisch | 
festzustellen war. ** nicht identifiziert. 


1 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 292, 51 [1953]. 

2 E. Klenk u. W. Bongard, International Conference on Biochem. Problems 
of Lipids, Koninklijke Vlaamse Academie voor Wettenschappen, Letteren en 
Schone Kunsten van Belgie, Briissel, 8S. 33 [1953]. 

3 KE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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Aus diesen Befunden ergibt sich, daB die beim Abbau der freien 
Pentaensiure auftretende Glutarsiure vom Carboxylende stammt. Die 
beim Abbau des Methylesters nachgewiesene kleine Menge Glutarsiure 
(10% der aus der freien Polyensaure erhaltenen Menge) ist ohne Zweifel 
bei der Ozonidspaltung durch geringfiigige Verseifung des hier als 


| Spaltstiick zu erwartenden Glutarsiuremonomethylesters entstanden. 


Die unter den Abbaudicarbonsiauren der freien Pentaensiure im Vorlauf 
auftretenden hoheren Dicarbonséuren (0,11 Mol) konnten nicht iden- 
tifiziert werden. Ihr Vorhandensein weist auf gewisse Verunreinigungen 
mit weniger stark ungesattigten Polyensaéuren hin, die dem Pentaen- 
siurepriparat in Mengen von etwa 10% noch beigemengt sein diirften. 

Als die vorliegende Untersuchung bereits abgeschlossen war, be- 
richteten Whitcutt und Sutton‘ ebenfalls tiber die Isolierung einer 
Eikosapentaensaure aus stidafrikanischem Sardinen6l, welcher dieselbe 
Konstitution zugesprochen wird wie unserer Verbindung. Ein Vergleich 


_ der UV-Spektren nach der Alkaliisomerisierung ergibt jedoch keine 


Ubereinstimmung. Die fiir eine Pentaensiiure charakteristische spe- 


_ zifische Extinktion bei 346 my ist bei unserer Verbindung 5—6mal 
 groBer als bei der von Whitcutt und Sutton. Unter Beriicksichtigung 
_ des Einflusses von Erhitzungsdauer und Alkalikonzentration stimmt 
_ das UV-Spektrum unserer Verbindung jedoch tberein mit dem der 
_ Eikosapentaensiure von Herb, Witnauer und Riemenschneider’, 
' deren Konstitution allerdings nicht ermittelt wurde, welche aber mit 
' der von Klenk und Montag‘ aus Rinderleberphosphatiden isolierten 


Eikosapentaensiure von derselben Konstitution wie im vorliegenden 


‘a Fall identisch sein diirfte. 


Beschreibung der Versuche 
Die Gewinnung des C,)-Polyensauregemischs 


Der als Ausgangsmaterial verwendete officinale Dorschlebertran hatte 


| die Jodzahl 152—158?. Das durch Verseifen mit n/1-alkohol. NaOH gewonnene 


isu. 











Fettsiuregemisch (1229 g) wurde durch Tiefkihlkristallisation bei —20° und —70° 
in die Fraktionen der gesattigten (207 g, Jodz. 17), der schwach ungesattigten 
(555 g, Jodz. 103) und der hochungesiattigten Fettsiuren (420 g, Jodz. 257) auf- 
geteilt. AnschlieBend fiihrte man die Fraktion der hochungesattigten Fettsaiuren 
in die Methylester tiber und gewann dann die C,9-Polyensaiure-methylester durch 
fraktionierte Vakuumdestillation® mit einer 750 mm hohen Kolonne (@ 29 mm), 
die mit Drahtnetzsatteln gefiillt und mit einem versilberten Vakuummantel iso- 
liert war. Bei einem Einsatz von 101 g Methylester gingen bei Steigerung der 
Badtemperatur bis auf 238° insgesamt 54 g Methylester (Sdp.1o-- 78—114° am 

4J.M. Whitcutt u. D. A. Sutton, Biochem. J. 63, 469 [1956]. 

5 §. F. Herb, L. P. Witnauer u. R. W. Riemenschneider, J. Amer. Oil 
Chemists’ Soc. 28, 505 [1951]. 

6 K. Klenk u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. (im Druck). 

? Nach K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. 
GenuBmittel 46, 154 [1923]. 

8 E. Klenk, in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. physiol. u. pathol. che- 
mischen Analyse, 10. Aufl. Bd. III,, S. 445; Springer-Verlag (1955). 
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Kopf der Kolonne gemessen) iiber. Der Riickstand betrug 47 g und enthielt vor. 
wiegend noch die C,..-Polyensauren. 

Die bei Sdp.10-« 112—114° zuletzt iibergehende Fraktion (6,4 g, Jodz. 336) 
erwies sich als einheitliches Eikosapolyensiureester-Gemisch. Durch Hydrierung 
und Verseifung wurde daraus reine Eikosansaure erhalten. Schmp. 72,6—73,0° 
(Rohprodukt) bzw. 73,4—74,0° (umkrist.). Aquiv.-Gew. Cy>H4)0, ber. 312,4, gef. 
311 bzw. 312. 

Wie schon aus dem UV-Spektrum nach der Alkaliisomerisierung ° hervorgeht 
(Abb. 1), enthalt das Estergemisch reichliche Mengen einer Pentaensaure. Vor der 
Isomerisierung fehlen Fettsiuren mit konjugierten Doppelbindungen praktisch 
vollstandig. 
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Abb. 1. UV-Spektren der Eikosapolyensiure-methylester vor (-----) und nach 
( ) der Alkaliisomerisierung (isomerisiert in 23-proz. KOH-Glykol bei 180°, 
8. Min.). 


Die Zerlegung des Eikosapolyensauregemischs 
in die Komponenten durch Gegenstromverteilung 


4,5 g der aus dem Estergemisch in Freiheit gesetzten Eikosapolyensauren 
wurden im Gegenstromverfahren nach Ahrens und Craig?® mit Hilfe einer 
200-stufigen vollautomatischen Apparatur, von welcher jedes Element je 25 ccm 
obere und untere Phase enthalt, verteilt. Im einzelnen verfuhr man wie friiher 
beschrieben?!, Wie die Verteilungskurve (Abb. 2) zeigt, befindet sich die Haupt- 
menge der verteilten Substanz in den Frakt. 275—425. Zur Orientierung iiber die 
Natur der in den verschiedenen Fraktionen enthaltenen Polyenséuren wurden von 
einzelnen Proben (in der Abb. durch Pfeile gezeichnet) die UV-Spektren der durch 
Alkali isomerisierten Séuren aufgenommen. 

Die Abb. 3 zeigt die UV-Spektren der Frakt. 284—289 und der Frakt. 
440—445. Bei Frakt. 413—415 und Frakt. 428—430 stimmen die Spektren weit 
gehend mit dem der Frakt. 284—289 iiberein. 


® R. T. Holman u. G. L. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 
10 EK. H. Ahrens u. L. C. Craig, J. biol. Chemistry 195, 299 [1952]. 
11 KE. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 299, 74; 801, 156 [1955].. 
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Abb. 2. Verteilungskurve des Eikosapolyensaéuregemischs. 
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Abb. 4. UV-Spektren der isomerisierten Frakt. 500—505 
und Frakt. 608—613 





MN OA 
U 
Isao = i rt 
Elem ~~ ; : Wy 
I \ i] | i \! {\ 
400 1 +H 
\| | y IV \ | | 
/ 
\ / 
30 : i \ | T 
AVN 
\ 
200++4 a 
| oe: 
1) ———_—<—<—_<—_—cinuiccre =! Ih waitl 
00 / wo 
\ 
/ \ 
250 300 350 
A(m) = 


und Frakt. 





Bd. 3 


46 E. Klenk und D. Eberhagen, 


Bd. 307 (1951) | 
a 
Die Abb. 4 zeigt die entsprechenden UV-Spektren der Frakt. 500—-505, 





















































530—535 und Frakt. 608—613. Daraus ergibt sich die in Tab. 2 enthaltene Zu. F Meth 
sammensetzung der verschiedenen Fraktionen. F C H 
» a 
Tab. 2. Zusammensetzung der bei der Verteilung erhaltenen Saurefraktionen, [ Abb. 
Frakt. 275—425 | Pentaensiure Frakt. 530—535 |vorwiegend Trien- u. Bons 
Diensaure i. Val 
Frakt. 440—445 | Pentaen- u. Tetraen- ]-pro: 
saure (ents] 
Frakt. 500—-505 | vorwiegend Tetraen- | Frakt. 608—613 | Monoen- u. etwas Dien. 
saure saure 
Die Eikosapentaensaure 
Aus den vereinigten Frakt. 290—412 wurden insgesamt 3,44 g Pentaensiur, 
d. h. 76% des eingesetzten Eikosapentaensiuregemisches durch Abdampfen des 
Lésungsmittels in einem Eindampfgerat!* gewonnen. Farbloses, leicht fliissiges 0) 
ny: 1,49865. UV-Spektrum nach Alkaliisomerisierung siehe Abb. 5. Eine ander 
Probe gab eine etwas niedrigere spezif. Extinktion ( [E}}% |: 650 bei 346 mx). 
Elie | 
600 Tr wee Tor 
\ 
is ' Abb. 
EE l 
00 + —\- 4 | 
I \ 1% (J 
Tian! mono! 
40 H ‘he Gluta 
, \ steinsi 
300 I 
papier 
1 | bracht 
| - 7 Wasse 
200 | und g 
L nung. 
00 | — > mobile 
| > lischer 
4 E 
Fr + T r > i Frakt. 
250 350 40 i 
A(mu) e b 
; - oy ' 7 gespali 
Abb. 5. UV-Spektren der isomerisierten EHikosapentaensaure und des [| verblei 
Methylesters ----- : > entferr 
> Aussck 
Das Hydrierungsprodukt erwies sich als reine Eikosanséure. Schmp. | wurdei 
74,0—74,5° bzw. 74,8—75,2°, mit authent. Eikosansiure keine Schmelzpunkts 10 com 
depression. Aquiv.-Gew. gef. 312 bzw. 311. > chrom: 
12 EF. Hecker u. P. Karlson, Chemie-Ing.-Techn. 19538, 397. 13 
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Der aus der Pentaensiure gewonnene und i. Vak. bei 10~—‘ Torr destillierte 


; : Methylester (leicht fliissiges, ganz schwach gelb gefarbtes 01) hatte die Jodz. 361 


© (CyH3202 ber. 400). no" :1,48995. UV-Spektrum nach Alkaliisomerisierung siehe 











| Abb. 5. 


Ozonidspaltung. a) Methylester: 96,1 mg Ester wurden nach Klenk und 
Bongard® ozonisiert und oxydativ gespalten. Man dampfte das Lésungsmittel 
j. Vak. ab, trocknete den Riickstand itiber H,SO, und KOH i. Vak. und léste ihn in 
]-proz. Butanol-Chloroform. Nach Auffiillung auf 10 ccm wurde 1 cem davon 
(entspr. 9,61 mg Ester) mit Saule D chromatographiert (Abb. 6). 





























= 
= 05-4 
S 
Ss 
& 04 
S 
034 l 
1% 3% 5% 10% 20% 
‘a: 
024 ror a \ 
rt 
t T LU T T T T T 
50 Dcan 


Abb. 6. Chromatographische Trennung der Abbausauren des Eikosapentaensaure- 
methylesters (entspr. 9,61 mg) durch Saule D. 


1% (Frakt. 6—12): 2,32 ccm n/100-KOH, gef. 0,73 Mol Vorlauf (Glutarsiure- 


: monomethylester). — 10% (Frakt. 50—63): 0,50 com n/100-KOH, gef. 0,08 Mol 


Glutarsiure. — 20° (Frakt. 68—72): 0,20 ccm n/100-KOH, gef. 0,03 Mol Bern- 
steinsiure. — (Frakt. 73—116): 10,64 com n/100-KOH, gef. 1,75 Mol Malonsaure. 


Die isolierten Dicarbonsiuren wurden noch nach Lugg und Overell’® 
papierchromatographisch identifiziert und auf Reinheit gepriift. Zu diesem Zweck 
brachte man die gesammelten Fraktionen zur Trockne, léste den Riickstand in 
Wasser, goB die Lésung durch eine kleine Kationenaustauschersaule (Lewatit CNO) 
und gewann aus dem DurchfluB die freien Dicarbonséuren durch Gefriertrock- 
nung. 

Lésungsmittel: Eisessig-Butanol-Wasser 1:5:10, mit Butanolschicht als 


_ mobile Phase; Papier: Schleicher & Schiill 2043b; Farbung mit 0,4-proz. athano- 
_ lischer Bromphenolblaulésung; aufsteigend. 


Ergebnis: Frakt. 5|0—63 war reine Glutarsaure, Frakt. 68—71 Bernsteinsiure, 
Frakt. 73—116 Malonsaure. 

b) Freie Saure: 94,2 mg Pentaenséure wurden wie unter a) ozonisiert und 
gespalten. Man behandelte aber jetzt die nach Abdampfen des Lésungsmittels 
verbleibenden Abbausauren zur Entfernung der Monocarbonsauren mit Petrolather, 
entfernte daraus kleinere Mengen in Lésung gegangener Dicarbonsiuren durch 
Ausschiitteln mit Wasser. Die durch Gefriertrocknung gewonnenen Dicarbonsiuren 
wurden mit der Hauptmenge vereinigt, in 1-proz. Butanol-Chloroform gelést, auf 
10 ccm aufgefiillt und 1 com davon (entspr. 9,42 mg Pentaensaiure) mit Saiule D 





3 J. W. H. Lugg u. B. T. Overell, Nature [London] 160, 87 [1947]. 
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Frakt.7—13 und Frakt.27—40 konnten papierchromatographisch nicht 
identifiziert werden. Frakt. 50—95 war reine Glutarsaiure (in der Regel wird bej 
Verwendung der Saule D die Glutarsiure erst mit 10% Butanol-Chloroform eluieri), 
Frakt. 105—126 Bernsteinsiure und Frakt. 127—176 reine Malonsaure. 
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Abb. 7. Chromatographische Trennung der isolierten Abbaudicarbonsauren der 
freien EKikosapentaensiure (entspr. 9,42 mg) durch Saule D. 
1% (Frakt. 7—13): 0,26 cem n/100-KOH, gef. 0,04 Mol héhere Dicarbonsauren. — 
3% (Frakt. 27—40): 0,42 cem n/100-KOH, gef. 0,07 Mol héhere Dicarbonsauren. 
5% (Frakt. 50—95): 5,14 ccm n/100-KOH, gef. 0,82 Mol Glutarsiure. — 10° 
(Frakt. 105—126): 0,46 cem n/100-KOH, gef. 0,07 Mol Bernsteinsiure. — 20°, 
(Frakt. 127—176): 17,71 ccm n/100-KOH, gef. 2,82 Mol Malonsaure. 





Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs. 
gemeinschaft und des Verbandes der chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Aus Dorschlebertran wurde eine Eikosapentaensiure isoliert. Sic 
bildet den Hauptbestandteil des Eikosapolyensiuregemischs 
Nach dem Ergebnis des Ozonidabbaus des Methylesters und der 
freien Siure handelt es sich um die A**1!1417.n-Kikosapentaensaure. 
Die Saure ist identisch mit der aus Rinderleberphosphatiden gewonnenen 
Eikosapentaensaure. 
Summary 


An eicosapentaenoic acid has been isolated from cod liver oil and 
forms the bulk of the eicosa-polyene acid mixture. Ozonolysis of the 
methyl ester and the free acid indicate that the acid is 45 %111417.p. 
eicosapentaenoic acid. The acid is identical with the eicosapentaenoi 
acid obtained from beef liver phosphatides. 
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Die Chemie des O-Antigens, seine Toxizitat 


und Antigenitat 
Von 


Yosiharu Takeda, Nobuhiko Kasai, Morio Araki und Takeshi Odaka 


Aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten der Universitit Tokyo, Japan 
(Direktor: Prof. Yoshiharu Takeda) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1956) 


Kirzlich hat L. E. Cluff! aus Flexner-Ruhrbakterien nach einem 
Verfahren von Goebel? ein gereinigtes Endotoxin dargestellt und 
gezeigt, daB es sich um einen Lipopolysaccharid-Protein-Komplex han- 
delt, der sich durch Zonenelektrophorese in drei Komponenten auftren- 
nen laBt. Zum gleichen Ergebnis kam Goebel durch Ultrazentrifu- 
gation seines Toxins. 

Wir untersuchen seit langem den Zusammenhang zwischen chemi- 
schen Eigenschaften und biologischen Aktivitiiten der O-Antigene 
gramnegativer Bakterien®. Da die Reinheit der gewonnenen Bakterien- 
toxine mittels Elektrophorese nach Tiselius gepriift wird, war fiir uns 
das Verhalten des gereinigten Toxins bei der Zonenelektrophorese von 
erheblichem Interesse. Unsere ersten Untersuchungen erstreckten sich 
auf das Toxin aus S. paratyphi B. 


Darstellung und Eigenschaften des O-Antigens 


Das rohe Para-B-Toxin wurde durch wiederholte Alkoholfrak- 
tionierung bei bestimmten Ionenstirken und pu-Werten in die Frak- 
tionen A und B (3:4) getrennt (Tab. 1). Frakt. B, der Hauptbestandteil 
des rohen Toxins, ist ein elektrophoretisch nahezu homogener Lipopoly- 
saccharid-Protein-Komplex (Abb. 1). Demgegeniiber war Frakt. A elek- 
trophoretisch noch uneinheitlich; sie enthielt auBer dem Frakt. B ent- 
sprechenden Polysaccharid-Komplex noch einen anderen Polysaccha- 
rid-Protein-Komplex neben freien Proteinen und Nucleinsiuren. 

Mittels Zonenelektrophorese im Stirke-Block wurde aus der 
Frakt. B eine kathodisch wandernde Komponente abgetrennt (Abb. 2), 
deren Proteingehalt sich bei Wiederholung der Zonenelektrophorese 
nicht anderte. Das weist auf eine ziemlich starke chemische Bindung 
zwischen Lipopolysaccharid und Protein hin. Die nach zweimaliger 


1 L. E. Cluff, J. exp. Medicine 100, 391 [1954]. 
2 W. F. Goebel, F. Binkley u. E. Perlman, J. exp. Medicine 81, 315 
1945]. 

* Y. Takeda, Nihon-Saikingaku-ZasshiJapan 8, 441 [1953]; The Symposium 
of the Mechanism of Inflammation, Montreal, 8. 347 [1953]. 
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Tab. 1. Verlauf der Aufarbeitung d 
Rohes Toxin von S. paratyphi B D 
Alkoholische Fraktionierung 
in i “] 
50—63% Frakt. A: Lipopolysaccharid- 79—83°%% Frakt. B: Lipopolysaccharid. 
Protein-Komplex, Protein, Nucleinsaiure Protein-Komplex 
Phenol 
ie "4 a 
Zonenelektrophorese 
Frakt. B—LC: Lipopolysaccharid Frakt. B—P: Protein 
| 
eee nese Se ae alt 
Hydrolyse mit 5-proz. Essigsaiure Casein Su 
Chloroformlésliches | Abgebautes | Lipopolysaccharid-Casein- | 
Lipoid L Polysaccharid Komplex 4 
Aceton . . 
i 7 Hydrolyse mit etwa 1-proz. Essigsiure 
Aceton- Aceton- 
unléslich loslich fz a 
4 | 4a Fr | - Lipocasein i Abgebautes 
Phospho- Fett- - Polysaccharid 
lipoid saure = 
L JL - Lipopolysaccharid 
§ Lipopolysaccharid- 
, Lipocasein-Komplex 
Abb. 1. Elektrophorese von gereinigtem Antigen, Frakt. B. 
Zonenelektrophorese erhaltene Frakt. B (ZE) unterscheidet sich inf Sei 
ihrer analytischen Zusammensetzung und ihren biologischen Eigen lagen 
schaften kaum von Frakt. B (Tab. 2 und Tab. 3). Lipop 
Nach F, Kauffmann? hat S. paratyphi B die Antigenformel: 1} LCP. 
IV, V, XII, und XII,. In dem Anti-Fraktion-B-Serum von Kaninchet pes . 
wurden die Agglutinationen von vier Arten geeigneter Bakterien aus. “s 
gefiihrt, welche mit S. paratyphi B gemeinsame Antigene haben. Ak , 
Antigene wurden 8S. senftenberg (I, III, XIX), 8. moscow (IV, XII), 4 = 
ee LD 


4 F. Kauffmann, Enterobacteriaceae (Ejnar Munksgaard, Copenhagen 195)).! 
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abortus ovis (IV, XII,, XII,, XII,) und S. stanley (IV, V, XII) verwendet. 
Da in den beiden letzten Fallen zwei gemeinsame Antigene enthalten 


‘Abb. 2. Zonenelektrophorese 


der Frakt. B. 


Starkeblock: 1,5x 3,5 x 38 cm; 
Substanz: 50mg; 500 V, 30—35mA; 


Tab. 2, Analysendaten von gereinigten Antigenen und Lipopolysaccharid. 


Tab. 3. Toxizitat und Prazipitinreaktion von gereinigtem Antigen, 


17 Stdn., 4°C. 
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gereinigtes | gereinigtes | Lipopoly- 
Antigen Antigen saccharid 
Frakt. B  |Frakt. B (ZE)|Frakt. B—LC 
N(%) 2,9 2,5 we 
i) ss 1,4 13 1,3 
Protein(%) 12,8 10,2 0,8 
Lipoid(®) | etwa 14 etwa 14 18—20 











Lipopolysaccharid und kiinstlichen Antigenen. 






















ee Prazipitin- 
Fraktion MLD te) reaktion 
a (Titer) 

gereinigtes Antigen Frakt.B .......... 0,3 400000 
gereinigtes Antigen Frakt. B(ZE) . ....... 0,3 400000 
Lipopolysaccharid Frakt. B—LC. . . .. 2... . 0,3 200000 
Lipopolysaccharid-Casein-Komplex ....... 0,75 400000 
EE SR ee Ge eee ke ee % | 0,75 200000 
POMOC sr oh ep telson St ose ee Ay van os cd ne 40 0,75 200000 
ERR Pa eealragete: BAe eth ib en | 1,5 <1000 


sind, wurde das Anti-Frakt. B-Serum zuvor durch 8. paratyphi A (I, II, 
XII,, XII;) und S. bispebjerg (I, IV, XII,, XII,) absorbiert, dann 
wurden die Agglutinationen ausgefiihrt. Es ergab sich, daB Anti-Frak- 
4* 
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tion B-Serum mit S. abortus ovis und S. moscow stirker und mit 
S. senftenberg und S. stanley schwicher reagieren. Die Fraktioa B 
kénnte also alle O-Faktoren von S. para B, d.h. 1, IV, V, XII, und 
XII,, enthalten (Tab. 4). 


Tab. 4. Agglutination. 



































Antiserum gegen Antiserum-Verdiinnung 
1:50 | 1:100 1:200 | 1:400 1:800 | 1: 1600 | 1:3200 |1: 6400 
gereinigtes Antigen 

Frakt. B : : 4h i +h zh =e = 
gereinigtes Antigen 

Frakt. B (ZE) . . 4h +4 4 4h SE a 4: ae 
Lipopolysaccharid 

Frakt. B—LC . . —- + . = = = = 
Lipopolysaccharid- 

Casein-Komplex . dit it +h - + + = 
6) 5 re te + + + — — - 
EG 2S C heer ae os 4h } ate = = 
Lipocasein . . + + - — = = = 2 
Lipopolysaccharid- 

Lipocasein-Komplex| + 4H mn ae + zi ae es 
——eO aa 

Casein = - _ — — — _ 

Tab. 5. Agglutination. 
Antiserum A : Antiserum-Verdiinnung 
Agglutinogen 
gegen 1:100 | 1:200 | 1:400 1:800 | 1:6001 1:3200 |1: 640) 

Frakt. B | S. senftenberg . + — _ — - 
Frakt. B | S. moscow + + + — _ 
Frakt. B*| S. abortus ovis . + +h + + + _ 
Frakt.B* | S. paratyphi A — - — — = 
Frakt.B**| S. stanley . ok aa : _ — - — 
Frakt.B**| S. bispebjerg . ee — ~ -- — -- 














* Antiserum absorbiert mit S. paratyphi A,  ** Antiserum absorbiert mit S. bispebjerg. 


Das Problem, die toxischen Komponenten von O-Antigenen 
chemisch zu charakterisieren, ist trotz zahlreicher Versuche noch nicht 
endgiiltig gelost. Die sog. ,,toxische Komponente“ ist nach Goebel’ 
nicht nur toxisch, sie besitzt auch die Antigenitaét® und haingt mit den 
das Shwartzman-Phinomen hervorrufenden aktiven Faktoren®, pyro- 
genen Komponenten’, hyperglykamischen Faktoren® und Abortus- 
faktoren® eng zusammen. 


5 Y. Takeda, N. Kasai, T. Hoshino u. K. Kuribayashi, Jap. J. exp 
Med. 25, 103 [1955]. 

6 Y. Takeda, T. Yamashita u.T. Watanabe, Jap. J. exp. Med. 20, 235 
[1949]; Y. Takeda u. M. Kashiba, Nihon-Saikingaku-Zasshi 5, 449 [1950]. 
* Y. Takeda, N. Kasai u. K. Mio, Jap. J. exp. Med. 24, 21 [1954]. 
8 K. Mio, Nihon-Ikadaigaku-Zasshi Japan 21 [7], 465 [1954]. 
® Y. Takeda u. I. Tsuchiya, Jap. J. exp. Med. 28, 105 [1953]. 
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Einwirkung von Phenol auf die O-Antigene 


Vor kurzem hat West phal!° die stark pyrogenen Lipopolysaccharide 
aus EZ. coli und S. abortus equi durch sein Phenol-Verfahren dargestellt. 

Wir untersuchten nun den Einflu8 von Phenol auf die O-Antigene 
von Ps. fluorescens“ und Sh. Flexneri, Typ Saigon!*, und fanden, 
daB dabei das Protein zum groBten Teil aus dem O-Antigen abgespalten 
wird, daB das Phenol-Verfahren aber fast keinen Einflu8 auf die ent- 
haltenen Lipoid- und Kohlenhydrat-Anteile und auf die Toxizitat hat. 
Das locker gebundene Lipoid haingt nicht mit der Toxizitét zusammen, 
wahrend das relativ fest gebundene Phospholipoid zu ihr in enger Be- 





Abb. 3. Elektrophorese von Lipopolysaccharid, Frakt. B—LC. 


zichung steht. Letzteres ist schwer léslich in Ather, léslich in Chloroform 
und Chlorbenzol und enthielt noch eine geringe Menge von Aminosauren 
oder peptidéihnlichen Substanzen. 


Wie Morgan und Mitarbb.* zeigten, hat das Lipopolysaccharid, 
welches mit Phenol aus dem Toxin von Shiga-Ruhrbakterien gewonnen 
wurde, seine antigene Wirksamkeit am Kaninchen verloren. Um nun 
die biologische Bedeutung des gebundenen Proteins im Lipopolysaccharid- 
Protein-Komplex zu untersuchen, wurde der Lipopolysaccharid-Anteil 
der Frakt. B gespalten. Zur quantitativen Abspaltung des gebundenen 
Proteins ist das Phenol-Verfahren am besten geeignet. Das Protein 
konnte danach durch Zonenelektrophorese fast vollkommen vom Li- 
popolysaccharid abgetrennt werden. 


Das so erhaltene Lipopolysaccharid, Fraktion B—LC, war elektro- 
phoretisch einheitlich (Abb. 3 und 4) und ist fiir Mause fast ebenso 
toxisch, wie Frakt. B. Bei subcutaner und intramuskuliarer Injektion 
seiner Emulsion (dargestellt unter Verwendung von Tween 80 und 
Paraffin) am Kaninchen, war die Emulsion toxischer als das reine 
Lipopolysaccharid. 


10 QO. Westphal u. O. Liideritz, Angew. Chem. 66, 407 [1954]. 
. | Y. Takeda u. N. Kasai, Jap. J. exp. Med. 25, 1 [1954]; N. Kasai, 
Nihon-Saikingaku-Zasshi Japan 11 [3], 251 [1956]. 

2 N. Kasai, Nihon-Saikingaku-Zasshi 11 [4], 287 [1956]; 11 [5], 369 [1956]. 

8 D. A. L. Davies, W. T. J. Morgan u. W. Mosimann, Biochem. J. 56, 
372 [1954]. 
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Im Prazipitationstest reagierte das Lipopolysaccharid sowohl mit 
dem Para-B-Serum als auch mit dem Anti-Frakt.-B-Serum bis 1:2~— 
400000. Bei der quantitativen Prazipitation mit Para-B-Serum ver iielt 
es sich jedoch anders als Frakt. B. Bei AntigeniiberschuB war cine 
deutliche Herabsetzung der Aktivitit zu erkennen (Tab. 3). Andererseits 
waren die Prizipitationen aller Fraktionen und die Agglutination von 
Para-B-Bakterien im Anti-Lipopolysaccharid-Serum deutlich schwiicher 
als im Antiserum gegen das urspriingliche Toxin (Tab. 3). Die Ver. 
minderung der antigenen Wirksamkeit beim Kaninchen k6énnte durch 
die Abspaltung des Proteinanteils verursacht worden sein. 





























06 
| f Pragipitat (« 200 ) 
£ 06 H Methylpentose (4). 
S i Abb. 4. Zonenelektrophorese von Lipo- 
Su polysaccharid, Frakt. B—LC. 
Starkeblock: 1,5 x 3,5 x 38 cm; Substanz: 
200 mg; 500 V, 25—35 mA; 25 Stdn., 
024 ' 4°C. 
, 
4, “Sen. 
6 0 2 4 6418 20 2 
Kathode Anode 
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Darstellung und Eigenschaften eines kinstlichen Antigens 


Morgan" beobachtete, daf das nicht abgebaute Polysaccharid, 
welches aus Shiga-Ruhrbakterien-Toxin mit 90-proz. Phenol gewonnen 
wurde, sich sowohl mit fremden Proteinen als auch mit ,,konjugiertem 
Protein‘, das aus dem Toxin durch Saurespaltung erhalten wurde, m 
kiinstlichen Symplexen vereinigt. Als Antigen am Kaninchen ist jedoch 
nur der Komplex mit dem konjugierten Protein wirksam, wahrend Ver. 
bindungen mit fremden Proteinen unwirksam sind. 

Deshalb beschaftigten wir uns mit der Frage, ob das als Antigen 
unwirksame Lipopolysaccharid sich mit fremdem Protein zu einem 
aktiven Antigen vereinigt, und wie ein solches, in vitro dargestellt 
kiinstliche Antigen chemisch beschaffen ist. Zu diesem Zweck kuppelten 
wir die Frakt. B—LC nach der Methode vonMorgan anCasein, wobei 
wir von allen Proteinen das thermostabilste kiinstliche Antigen erhielten 
Elektrophoretisch war es uneinheitlich und enthielt tiberschiissiges 
wahrscheinlich ungebundenes Casein. Wahrscheinlich kann sich nw 
eine beschrinkte Menge des Proteins mit dem Lipopolysaccharid ver- 
einigen. Das Immunserum von Kaninchen, welches durch Impfung det 


14 W.T. J. Morgan u. 8. M. Partridge, Biochem. J. 35, 1140 [1941]. 
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gleichen Menge kiinstlichen Antigens wie beim urspriinglichen Toxin 
gewonnen wurde, reagierte mit den Frakt. B und B-LC ebenso stark 
wie das Antiserum gegen das urspriingliche Toxin. Ebenso agglutinierte 
es S. paratypht B fast ebenso hoch (Tab. 3). Demnach kann man die 
durch Abspalten des Proteinanteils verursachte Verminderung der anti- 
genen Wirksamkeit des Lipopolysaccharids durch Kupplung mit Casein 
fast vollkommen kompensieren. 

Um den Bildungszustand der Komponenten im kiinstlichen Antigen 
uid seinen Zusammenhang mit der antigenen Wirksamkeit zu unter- 
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Abb. 5a. 1. Zonenelektrophorese des Lipopolysaccharid-Casein-Komplexes. 
Starkeblock: 1,5 3,5 x 38 cm; Substanz: 200 mg; 500 V, 20—30 mA; 25,5 Stdn., 
4—5° C. 

Abb. 5b. 2. Elektrophorese (LCP-II). 
Stérkeblock: 1,5 3,5 x 38 em; Substanz: 75 mg; 400 V, 30—45 mA; 22,5 Stdn., 
4--5° C, 


suchen, wurde der Lipopolysaccharid-Casein-Komplex zonenelektro- 


| phoretisch gepriift. Bei der ersten Elektrophorese bildeten sich 3 Zonen 
| aus (Abb. 5). Die Zone LCP-I wanderte kathodisch, die Zone LCP-II 


blieb ungefaéhr an der Auftragungs-Stelle. Die dritte, anodisch wan- 
dernde Zone war freies Casein. LCP-I ist ein Lipopolysaccharid-Casein- 
Komplex, welcher 5% Casein enthilt. Bei wiederholter Zonenelektro- 


| phorese ainderte sich der Proteingehalt nicht. In LCP II war 11% 


Casein enthalten, aber bei Wiederholung der Elektrophorese trat die 
LCP-I entsprechende Zone auf und der Caseingehalt verminderte sich 
ebenfalls auf 5%. 

Die Caseinmenge, welche an das Lipopolysaccharid relativ stark 
gebunden ist, betrigt demnach etwa 5% (LCP-I). LCP-II scheint dem 
Komplex zu entsprechen, zu welchem sich LCP-I mit Casein lockerer 
vereinigt. 

Die Prazipitationsteste zwischen Anti-LCP-I- und Anti-LCP-II, 
Serum von Kaninchen, der Frakt. B und Lipopolysaccharid (Frakt. B-LC) 


| und die Agglutination mit S. paratyphi B ergaben folgendes: LCP-II 


prizipitierte und agglutinierte sicher, aber etwas schwicher als Frakt. B, 
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wihrend die antigene Wirksamkeit von LCP-I deutlich herabgesetzt | 
war und sich der des Lipopolysaccharids niherte. Es scheint also zum | 
Erreichen der gleichen antigenen Wirksamkeit wie beim Ausg:.ngs. 
toxin — durch Kupplung von Casein an das Lipopolysaccharid — ‘nehr 
Protein nétig zu sein, als dem Proteingehalt des urspriinglichen Toxins 
(etwa 10%) entspricht. 
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Saurespaltung des O-Antigens 


Wegen seiner unterschiedlichen biologischen Aktivitit ist das 
toxische Protein, welches aus O-Antigen durch Saurespaltung gewoanen 








Abb. 6. Elektrophorese von Lipocasein. 
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2p [\erotein(« 1) Abb. 7. Zonenelektrophorese von 
& Lipocasein. 
a Ot i Starkeblock: 1,5 x 5x 38 cm; Sub. 
Pe ‘ Ce ee stanz: 100 mg; 500 V, 30—40 mA; 
6\6 0 2m & 2 0 2H 22 Stdn., 4—5°C. 
Kathode Auftraqungsstelle Anode 


wird, besonders interessant. Westphal und Lideritz!® haben ein 
Lipocasein durch Vereinigung von Lipopolysaccharid aus S. abortus equi 
mit Casein gewonnen. Dieser Komplex wurde durch Saéure zum Lipo. 
casein hydrolysiert, welches fiir Kaninchen toxisch ist. Um nun ein 
solches toxisches Protein auch aus unserem kiinstlichen Antigen m 
gewinnen, wurde dieses mit 0,2-n. Essigsiure hydrolysiert. Dabei wurde 
als Hauptanteil ein séiureunlésliches Protein neben einem Polysaccharid. 
anteil erhalten. 

Das Protein bestand hauptsichlich aus Lipocasein und wenig | 
Zucker. Obwohl der Lipopolysaccharid-Casein-Komplex vor der Saure- | 
spaltung ungebundenes Casein enthalten hatte, schien dieses Lipocasein | 
elektrophoretisch homogen zu sein (Abb. 6). Bei der Zonenelektro- | 
phorese wurde dagegen viel Casein abgetrennt. Dieser Caseinanteil |” 
scheint also vom Lipocasein leicht abspaltbar zu sein (Abb. 7). 

Das rohe Lipocasein war im Versuch an Mausen weniger toxisch | 
als das Lipopolysaccharid, und etwa gleich toxisch wie das Protein, | 
welches friiher von Y. Takeda und K. Kurizuka!® aus dem Para-B- | 
Toxin gewonnen wurde. Es zeigte schwache Prazipitation mit Anti- 
Para-B-Serum und die Agglutination zwischen dem Anti-Lipocasein- 


18 Y, Takeda u. K. Kurizukla, Jap. J. exp. Med. 22, 57 [1952]. 





SOARES Ms 


ss i 
BADR RE 


Se 


wo 

















Die Chemie des O-Antigens 57 



































Bd. 307 (1957) 





stzt | Serum von Kaninchen und Para-B-Bakterien war sehr schwach; dem- 



































um | nach ist die antigene Wirksamkeit des Lipocaseins als O-Antigen gering. 
gs. | Der thermostabile kiinstliche Lipopolysaccharid-Lipocasein-Komplex, 
ehr welcher in vitro aus Lipocasein und Lipopolysaccharid hergestellt 
tins | wurde, war gegen Kaninchen toxischer als das urspriingliche Toxin. 
Der bei der Hydrolyse gewonnene Polysaccharidanteil entspricht 
dem bisherigen ,,abgebauten Polysaccharid“. Er enthielt noch etwa 6%, 
Casein. Durch Zonenelektrophorese konnte der Proteinanteil beinahe 
in vollkommen vom Polysaccharid abgetrennt werden. Das protein- und 
we lipoidfreie Polysaccharid hatte die Toxizitaét an Kaninchen fast ganz 
verloren. 
| 2 
P. 10; — 
Abb. 8. Quantitative Prazipitinreak- 8 06 —— 
tion von gereinigtem Antigen und S&ggJ 4 
Lipopolysaccharid. - » Frakt. B, 04 
o~ Frakt. B(ZE), x—x Frakt. B—LC. yo 
= 2 ' seg veges wt 
: A Tab. 4 faBt diese Resultate zusammen: Die Toxizitit des O-Antigens 
‘| ist an die Verbindung von Phospholipoid mit Polysaccharid gebunden. 
_ Da das Lipocasein, welches aus Phospholipoid und Protein entstanden 
fe ist, toxisch ist, scheint das Phospholipoid fiir die Toxizitaét des Antigens 
€il  unentbehrlich zu sein. Zur Erreichung der antigenen Wirksamkeit am 
™ Kaninchen sind die oben erwahnten Verbindungen von Phospholipoid 
Po | und Polysaccharid und von Phospholipoid und Protein ungeniigend; im 
em} ersten Fall muB8 Protein, im zweiten spezifisches Polysaccharid zuge- 


= geben werden. Das Phospholipoid scheint dabei die wichtigste Rolle zu 
rde | spielen. 


id. Wie wir zeigen konnten®, weist der siureunlésliche Polysaccharid- 

_ | Polypeptid-Phosphor-Komplex, welcher aus Mita-Ruhrbakterien-Toxin 
ME} bei Siurespaltung gewonnen wurde, ziemlich starke Toxizitat und 
re} antigene Wirksamkeit auf. Der Komplex scheint ein Teil vom Poly- 
ell | saccharid des O-Antigens zu sein. Es ist bemerkenswert, da& in dieser 
T0-} Form sowohl die antigene Wirksamkeit als auch die Toxizitit von O- 


tel Antigen enthalten sind. 


sch | Beschreibung der Versuche 
Darstellung des O-Antigens von S. paratyphi B: Das O-Antigen wurde 





-B. : entsprechend den Angaben von Takeda und Kurizuka® gewonnen. Es wurde 
nti- aus einer etwa 2-proz. Lésung in »/50-Natriumacetat bei pu 6,0 bis 6,4 durch 
in-|  Wiederholte Alkoholfraktionierungen gereinigt. Dabei fielen 2 Fraktionen an: 


Frakt. A fiel mit 50—63-proz. Alkohol, Frakt. B mit 79—83-proz. Alkohol aus. 
Aus 970 g feuchten Bakterien wurden etwa 10 g rohes Toxin gewonnen. davon 
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entfielen auf Fraktion A 2,9 g, auf Fraktion B 4,3 g (Tab. 1). Nach Lyophilis eren 
und Trocknen i. Vak. bei 65° ergab sich ein Gewichtsverlust, der einem We sser. 
gehalt von 14—15% entspricht. 

Elektrophoretische Untersuchungen: Sie wurden unter Verwen \ung 
einer Tiselius-Apparatur (Hitachi-HT-B) mit 1l-proz. Lésungen in Phosjhat. 
puffer (pH 7,7; « = 0,1) durchgefiihrt. Temp. 8—9°; 9,8 V/cm. 

Zonenelektrophorese: Nach H.G. Kunkel und R.J.Slater?® und 
Cluff1. Die GréBe des Starkeblocks war je nach Materialmenge verschieden; fiir 
200 mg betrugen die Abmessungen 1,5 5x 38 cm. 

Chemische Analyse: N nach der Mikro-Kjeldahl-Methode?’, Phosphor. 
best. nach der Allen-Methode!’, modifizierte Folin-Methode?® fiir Protein und 
Dische-Cystein-H,SO,-Reaktion?® fiir Methylpentose. Als totales Lipoid wird der 
chloroformlésliche Anteil bezeichnet, welcher nach 1stdg. Hydrolyse mit 1-n. HC! 
in siedendem Wasser gewonnen wurde. 

Gewinnung des Immunserums: Physiol. Kochsalzlésungen von 10, 20, 
40 und 100 wg jeder Fraktion wurden alle 4 bis 5 Tage in die Ohrvenen von Ka. 
ninchen gespritzt. Fiinf Tage nach der letzten Impfung wurde Blut abgenommen, 
das Serum abgetrennt und Merthiolat 1:10,00 zugegeben. Die Seren gegen jedes 
Antigen wurden aus zwei Kaninchen gewonnen und gemischt angewandt. 

Best. der Toxizitat: 0,2 m/l Toxin in NaCl-Lésg. wurden in die Schwanz. 
venen von je 3 Mausen (dd-Stamm, 15-1 g) injiziert. Die kleinste Dosis, welche 
innerhalb von 48 Stdn. alle Mause getétet hatte, wurde als minimale letale 
Dosis (MLD) bezeichnet. 


1. Physikalisch-chemische Eigenschaften von Para-B-Toxin, 
Fraktion A und B 


Obwohl die waBr. Lésung der Fraktion A sehr opalescent war, lieB sich durch 
Zentrifugation kein Niederschlag abtrennen. Nach Zusatz von Trichloressigsiure 
nahm die Triibung zu, es entstand jedoch ebenfalls kein Niederschlag. Elektro- 
phoretisch war die Frakt. nicht einheitlich und enthielt 3—4 Komponenten. Die 
Zonenelektrophorese ergab, daB die Fraktion A auBer zwei Polysaccharid-Protein- 
Komplexen noch gréBere Mengen an freiem Protein und Nucleinsduren enthielt. 
Einer der Polysaccharid-Protein-Komplexe entsprach der Frakt. B. Der zweite, 
der bei der Zonenelektrophorese kaum wanderte, enthielt gréBere Mengen Protein. 
Die beiden Komplexe lagen in der Frakt. A im Verhaltnis 3:2 vor. Uber den 
zweiten Polysaccharid-Protein-Komplex werden wir in einer spateren Mitteil. 
berichten. 

Frakt. B war der Hauptbestandteil des rohen Para-B-Toxins. Sie léste sich 
leicht in Wasser unter Opalescenz und war elektrophoretisch fast einheitlich 
(Abb. 1). Die Analyse ergab 2,9% N, 1,4°% P, 12,89 Protein und etwa 13—14%, 
totales Lipoid (Tab. 2). Bei der Zonenelektrophorese trat eine kathodisch wandernde 
Komponente auf. Die Analyse der Frakt. B (ZE), welche durch zweimal wieder. 
holte Zonenelektrophorese gewonnen wurde, ergab 2,5% N, 1,3% P, 10,2% Protein 
und 14% totales Lipoid. 


2. Abspaltung und Eigenschaften von Lipopolysaccharid aus dem 
Lipopolysaccharid-Protein-Komplex (Frakt. B) 

Frakt. B wurde in folgender Weise in Lipopolysaccharid und Protein ge- 
spalten: 3g wurden in 200 ml Wasser gelist. Zu dieser auf 65—68° erwarmten 
Lésung wurde die gleiche Menge 90-proz. Phenol der gleichen Temp. unter schwa- 
chem Riihren zugegeben. Das Gemisch wurde noch 25 Min. erwarmt und ge- 


16 H. G. Kunkel u. R. J. Slater, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 42 [1952]. 
17 R.A. Kabat u. M.M. Mayer, Experimental Immunochemistry, S. 282 
(C.C. Thomas, Springfield 1948). 
18 R. J. L. Allen, Biochem. J. 34, 854 [1940]. 
19 H. G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 85, 89 [1951]. 
20 Z. Dische u. L. B. Shettles, J. biol. Chemistry 175, 595 [1948]. 
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schiittelt, dann mit Eis abgekiihlt in der Kalte zentrifugiert. Die waBr. Phase 
wurde in Zellophanmembranen dialysiert und anschlieBend gefriergetrocknet. Die 
Ausbeute an Polysaccharid betrug 2,2 g¢ (etwa 73%). Aus der Phenolphase 
wurde der Proteinanteil mit Methanol und Natriumacetat abgetrennt und durch 
isoelektrische Fallung gereinigt (Frakt. B—P); Ausb. 0,32 g (etwa 10%). 

Das Lipopolysaccharid wurde mittels Zonenelektrophorese weiter gereinigt 
und ergab etwa 2 g Frakt. B—LC (gereinigtes Lipopolysaccharid, Abb. 4). 

Diese war, wie das urspriingliche Toxin, wasserléslich und elektrophoretisch 
einheitlich, aber ihre Beweglichkeit war etwas gréBer als die der Frakt. B (Abb. 3). 
Sie enthielt 1,1% N, 1,3% P, 0,8% Protein und etwa 18—20% totales Lipoid. 

Durch 24 stdg. Hydrolyse mit 5-proz. Essigsiure bei 100° wurde das Lipopoly- 
saccharid in chloroformlésliches Lipoid (etwa 19°) und abgebautes Polysaccharid 
(etwa 78%) gespalten. Aus dem chloroformléslichen Lipoid wurden aceton- 
unlésliches (etwa 90%) und acetonlésliches Phospholipoid (etwa 10%) gewonnen. 
Das acetonunlésliche Phospholipoid enthielt 1,9% N und 2,6% P. Schmp. 195 bis 
200° (Zers.). Das acetonlésliche Lipoid wurde aus Aceton umkristallisiert; es 
kénnte eine héhere Fettsaure darstellen. 


3. Darstellung und Eigenschaften des kiinstlichen Antigens 
aus Lipopolysaccharid und Casein 


Die auf 30° erwarmte Lésung von 1 g Lipopolysaccharid (Frakt. B—LC) 
in 150 ml Wasser wurde mit der Lésung von 0,5 g Casein (Hammarsten) in 50 ml 
n/10-NaOH versetzt, 15 Min. bei 30° stehen gelassen und dann mit 10-proz. Essig- 
siure auf py 4,6 eingestellt (kein Niederschlag beim Zentrifugieren). AnschlieBend 
wurde gegen Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. Ausb. 1,4g Lipopoly- 
saccharid-Casein-Komplex. 

Das kiinstliche Antigen léste sich zu einer stark opalescierenden waBr. 
Lésung, aus der sich beim Zentrifugieren ein geringer Niederschlag abtrennte. In 
alkalischem Medium léste es sich klar. Elektrophoretisch war es uneinheitlich; es 
enthielt neben dem Lipopolysaccharid-Casein-Komplex als Hauptbestandteil noch 
eine gréBere Menge freies Casein. 

Abb. 5 zeigt die 1. Zonenelektrophorese des kiinstlichen Antigens, wobei es 
in die drei Komponenten LCP-I, LCP-II und Casein aufgetrennt wurde. Bei 
der zweiten Elektrophorese (Abb. 5a) lieferte LCP-II eine Komponente, welche 
fast die gleiche Beweglichkeit wie LCP-I hatte. Sie enthielt, wie LCP-I, 5° Protein. 
Weiter wiederholte Zonenelektrophorese iibte keinen Einflu8 mehr auf den Protein- 
gehalt aus. Der Proteingehalt von LCP-II war mit etwa 11% mehr als zweimal so 
hoch wie der von LCP-I. 


4. Hydrolyse des kiinstlichen Antigens mit Essigsiure 


0,8 g Lipopolysaccharid-Casein-Komplex, welcher freies Casein enthielt, 
wurden in 50 ml 0,2-n. Essigsaure gelést, die 1% NaCl enthielt. Der nach 114 Stdn. 
bei 100° entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert, unter Eiskiihlung durch 
Zusatz von Alkali in Wasser gelést und durch Ansauern mit Essigsiure auf px 4,2 
wieder ausgefallt. Der Niederschlag wurde wieder gelést, gegen Wasser dialysiert 
und anschlieBend gefriergetrocknet. Dabei wurden 325mg Proteinanteil 
(Lipocasein) erhalten. Die iiberstehende Liésung wurde dialysiert und gefrier- 
getrocknet ; dabei fielen 375 mg abgebautes Polysaccharid an. 

Der Proteinanteil war schwer léslich in Wasser, leicht léslich in alkalischem 
Medium. Die Elektrophorese nach Tiselius zeigte, da8 er fast einheitlich war (Abb. 6). 
Er enthielt etwa 18% Lipoid und 62% Protein. Bei der Zonenelektrophorese 
(Abb. 7) wurden Lipocasein (ZE), welches am Start blieb und 35%, Protein enthielt, 
und freies Casein erkannt. Sollten demnach Lipoid und Casein im Lipocasein in 
einem gewissen Bindungszustand vorliegen, miuBte der gréBere Teil des Caseins 
locker gebunden sein. 

Der Polysaccharidanteil enthielt noch etwa 6°, Casein, nach Reinigung durch 









Zonenelektrophorese jedoch weniger als 0,2°/, und fast kein Lipoid. 











5. Biologische Eigenschaften der einzelnen Fraktionen 


a) Toxizitat (Tab. 3). Die MLD sowohl von gereinigtem Toxin, Frak :. B, 
als auch von Frakt. B (ZE) betrugen 0,2—0,3 mg bei Mausen. Frakt. B--L¢ 
zeigte beinahe die gleiche Toxizitat. Dagegen war der Proteinanteil, Frakt. BP, 
selbst mit 5 mg nicht toxisch. Der Lipopolysaccharid-Casein-Komplex und 
die Frakt. LCP-I und LCP-II waren etwas weniger toxisch als das urspriing iche 
Toxin. Die MLD des Lipocaseins betrug etwa 1,5 mg, wahrend selbst 10 mg vom 
abgebauten Polysaccharid nicht toxisch waren. 

Der kiinstliche Komplex aus Lipopolysaccharid und Lipocasein war bei 
Kaninchen toxischer als das Lipopolysaccharid allein. Die aus Lipopolysaccharid, 
Tween 80 und Paraffin hergestellte Emulsion war ebenfalls betrachtlich tox:sch, 
Sie lieB Kaninchen abmagern und fiihrte in zwei Wochen zum Tod, wahrend 
dieselbe Menge Lipopolysaccharid in physiol. Kochsalzlésung bei subcutaner und 
intramuskularer Injektion nicht letal war. 

b) Prazipitinreaktionen (Tab. 3, Abb. 8): Sowohl Frakt. B als auch 
Frakt. B(ZE) reagierten mit dem Anti-Para-B-Serum bis auf eine Verdiinnung 
von 1:400000, wahrend Lipopolysaccharid bis 1: 200000 positiv war. Das kiinstliche 
Antigen und das urspriingliche Toxin waren bis 1:400000 positiv, LCP-I und 
LCP-IL nur bis 1:200000. Anti-Fraktion B und Frakt. B (ZE)-Immunseren re- 
agierten mit dem urspriinglichen Toxin und Lipopolysaccharid bis auf eine Ver- 
diinnung von 1:200000, wahrend Anti-Lipopolysaccharid-Serum mit jeder Fraktion 
noch bei 1:1000 negativ war. Das Antiserum gegen den Lipopolysaccharid-Casein- 
Komplex zeigte dieselben Ergebnisse mit dem Immunserum gegen das urspriingliche 
Toxin, wahrend die Titer von LCP-I und LCP-II etwas niedriger, 1 :50000— 100000, 
waren. Bei der quantitativen Prazipitation zwischen Anti-Para-B-Serum, 
Frakt. B (ZE) und Lipopolysaccharid wurde ein bemerkenswerter Unterschied 
zwischen dem Lipopolysaccharid, Frakt. B—LC, und den beiden anderen Frak- 
tionen erkannt. Die Aktivitat des Lipopolysaccharids, Frakt. B—LC, war bei 
AntigeniiberschuB, insbesondere bei iiber 300 wg/0,2 ml, vermindert. 

ce) Agglutinationen (Tab.4 und 5). Para-B-Bakterien wurden auf ge- 
wohnlichem Agar-Nahrboden eine Nacht bebriitet, geziichtet und gesammelt und 
dann mit physiol. Kochsalzlésung auf 2,5 mg/ml verdiinnt. Ein Tropfen davon 
wurde zu je 1 mi der Verdiinnungsreihe des Serums zugefiigt. 

Wie in Tab. 4 gezeigt, agglutinierten die Antiseren gegen Frakt. B und 
Frakt. B (ZE) Para-B-Bakterien bis auf die Verdiinnung von 1:3200, wahrend das 
Antiserum gegen Lipopolysaccharid keine typische Agglutination lieferte. Das 
Serum gegen kiinstliches Antigen agglutinierte Para-B-Bakterien fast gleich stark 
wie das Serum gegen urspriingliches Toxin, Serum gegen LCP-II schwacher, und 
das gegen LCP-I am schwichsten. Das Anti-Lipocasein-Serum war gleich wirksam 
wie das Serum gegen Lipopolysaccharid. 

Aus Lipopolysaccharid und Casein wurde ein Gemisch bei px 6,0 dargestellt. 
Das Immunserum gegen das Gemisch war nicht so wirksam wie das Serum gegen 
das kiinstliche Antigen. Dementgegen agglutinierte das Serum gegen den Lipopoly- 
saccharid-Lipocasein-Komplex so hoch wie das Serum gegen das oben erwahnte 
kiinstliche Antigen. 

Fiir die Agglutinationen zwischen Anti-Fraktion B-Serum und S. senftenberg, 
S. moscow, S. abortus ovis und 8. stanley vgl. Tab. 5. Fiir S. senftenberg und 8. 
moscow wurde das Antiserum direkt verwendet, wahrend fiir S. abortus ovis und 
S. stanley das Serum zuerst durch S. paratyphi A und S. bispebjerg absorbiert wurde. 
Das Anti-Frakt. B-Serum agglutinierte S. moscow und S. abortus ovis in Verdiinnung 
von etwa 1:1600, 8. senftenberg und S. stanley von 1:200—400. 
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Zusammenfassung 


1. Das Toxin aus S. paratyphi B wurde in elektrophoretisch homo- 
gener Form dargestellt. Es lag ein Lipopolysaccharid-Protein- 
Komplex vor, der 10% Protein und 14% Lipoide enthielt und die 
biologischen Aktivitéten eines O-Antigens besaB. 

2. Das Lipopolysaccharid, das aus dem Lipopolysaccharid- 
Protein-Komplex unter Abspaltung des groBten Teils des Proteins mit 
Phenol gewonnen wurde, blieb so toxisch wie das urspriingliche Toxin. 
Seine antigene Wirksamkeit am Kaninchen war jedoch deutlich ver- 
mindert. 

3. Das kinstliche Antigen, ein Lipopolysaccharid-Casein- 
Komplex, besaB die gleiche Antigenitaét wie das urspriingliche Toxin. 

4. Das Lipocasein, das aus dem kiinstlichen Antigen durch 
Siurespaltung erhalten wurde, war gegen Mause toxisch, erzeugte aber 
bei Kaninchen kaum Agglutination. Indessen zeigte der thermostabile 
Komplex aus Lipopolysaccharid und Lipocasein die antigene Wirksam- 
keit des O-Antigens. 

5. Das durch Saurehydrolyse des Lipopolysaccharids gewonnene 
chloroformlésliche und acetonunldsliche Phospholipoid scheint be- 
ziglich der Toxizitét und antigenen Wirksamkeit des Komplexes eine 
wichtige Rolle zu spielen. 


Summary 


1. The toxin of S. paratyphi B has been prepared in an electro- 
phoretically homogeneous form. It is a lipopolysaccharide-protein 
complex containing 10 per cent of protein and 14 per cent of lipids 
and shows the biological activity of an O antigen. 

2.The bulk of the protein is split off by treatment of the lipo- 
polysaccharide-protein complex with phenol. The lipopolysaccharide 
thus obtained has the same toxicity as the original toxin but shows 
a markedly lower antigenicity in rabbits- 

3. The synthetic antigen, a lipopolysaccharide-casein com- 
plex, has the same antigenicity as the original toxin. 

4. The lipocasein obtained from the synthetic antigen by acid 
cleavage is toxic to mice while its agglutinogenicity in rabbits is very 
weak, The thermostable lipopolysaccharide-lipocasein complex shows 
the same antigenicity as the O antigen. 

5. The chloroform-soluble and acetone-insoluble phospholipid ob- 
tained by acid hydrolysis of the lipopolysaccharide appears to play an 
important role in relation to the toxicity and antigenicity of the com- 
plex. 
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Uber die Abspaltung von N-Acetyl-neuraminsdure 
aus Mucinen durch das ,,Receptor-Destroying-Enzyme“ 
aus Vibrio cholerae 
Von 


H. Faillard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1956) 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Klenk, zum 60. Geburtstag gewidmet 


In den letzten 15 Jahren ist es dank der grundlegenden Arbeiten 
Hirsts und Burnets und seiner Schule gelungen, einen tieferen Einblick 
in den Mechanismus der durch Viren der Mumps-Influenza-Gruppe her. 
vorgerufenen Zellinfektionen zu gewinnen. Der Beginn dieser Entwick. 
lung liegt-im Jahre 1940, als Burnet! ?* entdeckte, daB Influenzavirus 
sich in den Zellen vermehren kann, die die Amnion- und Allantoishdéhle 
von Hiihnerembryonen auskleiden. Dadurch ergab sich eine bequeme 
MOglichkeit, gr6Bere Mengen von Virusmaterial fiir experimentelle Ar. 
beiten zur Verfiigung zu haben. 


Hirsts* sowie McClelland und Hares® Entdeckung der Virus-Hamagglu- 
tination erdffnete die Méglichkeit, den Virusgehalt einer Lésung einfach und genau 
im Reagenzglas bestimmen zu kénnen®’. 

Hirst®, Friedewald und Pickels*, Henle und Mitarbb.° sowie Gott- 
schalk und Perry?’® konnten dann zeigen, daB die Hamagglutination eine Funktion 
der Virusteilchen selbst ist, da die Virusteilchen sich fest an die Erythrocyten- 
oberflache anheften und dort, wo ein Viruspartikel an zwei roten Blutkérperchen 
zugleich haftet, die Liicke zwischen den Zellen oft reihenweise tiberbriickt wird, 
was zur Ausbildung der in einer agglutinierten Blutkérperchenaufschwemmung 
sichtbaren Strange fiihrt. 

Wird aber die Adsorption von Viren an die Erythrocytenoberflache bei 37° 
eatin so folgt, wie Hirst! entdeckte, der Virusadsorption eine Elution der 


1 F. M. Burnet, Brit. J. exp. Pathol. 21, 147 [1940]. 

2 F. M. Burnet, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 18, 353 [1940]. 

3 F. M. Burnet, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 19, 291 [1941]. 

4G. K. Hirst, Science New York 94, 22 [1941]. 

5 L. McClelland u. R. Hare, Canad. J. publ. Health 32, 530 [1941]. 

6 G. K. Hirst, J. exp. Medicine 7 75, 49 [1942]. 

7 J. E. Salk, Z Immunology 49, 87 [1944]. 

8 W. F. Friedewald u. E. G. Pickels, J. exp. Medicine 79, 301 [1944]. 

9 W. Henle, G. Henle, V. Groupé u. L. A. Chambers, J. Immunology 48, 
163 [1944]. 
10 A. Gottschalk u. B. T. Perry, Brit. J. exp. Pathol. 82, 408 [1951]. 
11 G. K. Hirst, J. exp. Medicine 76, 195 [1942]. 
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Viruspartikel von den Zellen in die umgebende Lésung. Das wieder frei gewordene 
Virus behalt dabei seine volle Agglutinationsfahigkeit, aber die Erythrocyten sind 
nicht mehr agglutinierbar und konnen kein Virus mehr aus der Liésung adsorbieren. 
Hirst"! folgerte hieraus, daB die Reaktion des Virus mit der Erythrocytenober- 
fliche den Charakter einer Enzymreaktion aufweist, in deren Verlauf einige Kom- 
ponenten der Zelloberflache durch das Virus zerstért werden. Burnet’?* nahm 
als Angriffspunkt fiir das Virus einen ,,Virus-Receptor’ auf der Erythrocyten- 
oberflache an. 

Hirst4, Fazekas’ und Stone?® konnten dann zeigen, daB abgetétete, in- 
fektionsempfangliche Gewebszellen nach der Adscption das Virus in gleicher Weise 
eluieren wie die roten Blutzellen. Bei lebenden infektionsempfanglichen Zellen folgt 
der Adsorption hingegen primar nicht die Elution, sondern die Infektion. 

Zur Auffindung eines léslichen, nicht an die Virusoberfliche gebundenen 
Enzyms, das jedoch in gleicher Weise wirksam ist wie das Influenzavirus-Enzym, 
fihrte die Erscheinung, da8 mit Influenzavirus behandelte menschliche Erythro- 
cyten durch jedes hinzugefiigte beliebige Menschenserum agglutinabel geworden 
waren, denn hier ergab sich eine gewisse Parallelitat zu den sog. Thomsen-Frieden- 
reich-Phanomenen der Panagglutination. Die von Thomsen?’ bei Blutgruppen- 
testen zeitweise beobachtete Panagglutination hatte nach Friedenreich?® ihre 
Ursache in bakteriellen Verunreinigungen der benutzten Erythrocyten, denn auch 
Kulturfiltrate einiger solcher Bakterien veranderten Erythrocyten ebenfalls im 
Sinne der Panagglutination. Burnet und Mitarbb.!® und McCrea?”® stellten in 
Anlehnung an diese Versuche fest, daB besonders durch die Filtrate von Vibrio 
cholerae und Clostridium welchii die Erythrocyten nicht nur panagglutinabel fiir 
Menschenseren, sondern auch vdllig inagglutinabel fiir alle Stimme der Influenza- 
virusgruppe geworden waren. Da offensichtlich das in diesem Filtrat enthaltene 
Enzym den an der Oberfliche der Erythrocyten befindlichen Receptor zerstért 
hatte, bezeichnete Burnet}® dies lésliche Enzym als ,,Receptor-Destroying- 
Enzyme“ (RDE). Die Aufeinanderfolge der Adsorption an und der Elution von 
Erythrocyten ist beim RDE die gleiche wie beim Influenzavirus?!??.*, 


Lésliche, nicht an die Zelloberfliche gebundene Substrate fiir das Influenza- 
virus-Enzym und das RDE konnten gefunden werden, nachdem Briody*™ und 
Stone*> entdeckt hatten, daB sich durch Erhitzen auf 55° die Hamagglutinations- 
wirkung des Virus von seiner receptor-zerstérenden Wirkung trennen JaBt. Die 
Hamagglutination eines dieserart behandelten Virus wird namlich von verschie- 
denen tierischen Seren, die einen partiell hitzelabilen Faktor (Francis-Inhibitor) 
enthalten, gehemmt”*, Da dies hitzebehandelte Virus demnach geradezu wie ein 
Indikator auf diesen unspezifischen Serumhemmstoff wirkt, bezeichnete Burnet?’ 
es als ,,. Indikator-Virus“. 





2 F. M. Burnet, Croonian Lecture Proc. Roy. Soc. 138, 47 [1951]. 
13 F, M. Burnet, Endeavour 14, 5 [1955]. 
4 (C.K. Hirst, J. exp. Medicine 78, 99 [1943]. 
15 §. Fazekas de St. Groth, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 29 [1948]. 
16 J.D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 49 [1948]. 
17 QO. Thomsen, Z. Immunititsforsch. exp. Therap. 52, 85 [1926]. 
18 V. Friedenreich, C. R. Séances Soc. Biol. 96, 1079 [1927]. 
19 F. M. Burnet, Physiol. Rev. 31, 131 [1951]. 
20 J. F. McCrea, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 127 [1947]. 
“1 J. D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 137 [1947]. 
no 2 F. M. Burnet u. J. D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 227 
47]. 
3 G.L. Ada u. E. L. French, Austral. J. Sci. 18, 82 [1950]. 
4B. A. Briody, J. Immunology 59, 115 [1948]. 
*5 J.D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 27, 337 [1949]. 
°6 'T. Francis, J. exp. Medicine 85, 1 [1947]. 
27 F. M. Burnet, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 381 [1948]. 
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Burnet, McCrea und Anderson**”® konnten dann zeigen, daB auch | pei. | eine 
cheldriisenmucin, der Schleim pseudomucinéser Ovarcysten und Morgans? ge. ami 
reinigte Blutgruppensubstanz 0 Hamagglutinationshemmwirkung gegen Indik tor. [| RD 
virus aufweisen. In gleicher Weise wie durch RDE und aktives Influenza’ ‘irus F 
wird die Hemmwirkung durch Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin, cyanid-aktivi-rtes [ 
Papain und Kaliumperjodat*! zerstért. Sul 

McCrea*! konnte wenig spater den Francis-Inhibitor als eine Komponente f Die 
der hitzelabilen Mucoproteid-Fraktion des Serums identifizieren, worauf Buinet F 
und Mitarbb.?* zu dem SchluB gelangten, das Substrat fiir das Virus-Enzyni sei F sac 
ein Mucin. De Burgh und Mitarbb.®” isolierten aus Erythrocytenstroma eine Sub. F- 
stanz mit Polysaccharidcharakter, die ebenfalls starke Hemmwirkung gegen f- C4 
Influenzavirus aufwies. Elektrophoreseversuche an Erythrocyten vor und nack der — “14 
Einwirkung von Influenzavirus und RDE**—* lieBen darauf schlieBen, daB unter 
der Enzymwirkung saure Receptorsubstanzen abgespalten werden. ) grof 

Die chemische Untersuchung der Receptorsubstanzen wurde méglich, nach. f- 
dem Gottschalk und Mitarbb.*73° im Ovomucin aus HiihnereiweiB ein leicht 
zugangliches Substrat fiir die Enzymwirkung fanden. Es gelang Gottschalk und | 
Lind*®*, aus Ovomucin durch Einwirkung von Influenza-A-Virus und RDE eine f die | 
dialysierbare, niedrigmolekulare, stickstoffhaltige Verbindung abzuspalten, die sie PF  wyr; 
als einen Kohlenhydrat-Peptid-Komplex ansprachen, als dessen Koblenhydrat-f  . 
anteil ein N-Acetyl-hexoasaminid angenommen wurde. Nachdem Tamm und} 7! 











Horsfa]]4°— dann aus menscblichem Harn einen hochaktiven Inhibitor isolieren || OXY- 
konnten, gelang es Gottschalk***, auch aus diesem Harnmucin eine ahnliche | ristil 
Substanz mittels Influenzavirus abzuspalten. Er sprach die Receptorsubstanz nun. | hydr 
mehr auf Grund iarer Saurelabilitat, der positiven Ehrlichschen Reaktion nach | | * h 
Alkalibehandlung und einer positiven Ninhydrin-Reaktion als ein N-substituiertes | BS 
Fructosamin bzw. ein Aminosiure-N-glucosid an. fe Von | 
VeranlaBt einerseits durch die Befunde Odins**, wonach alle als Hamaggluti- |— gibt, 
nations-Hemmstoff wirkenden Mucine bereits ohne Alkalivorbehandlung die Ehr. |” Kup! 
lichsche Reaktion (,,direkte Ehrlichsche Reaktion') geben, und andererseits ge [7 |i, 
stiitzt auf Hiyamas*® Arbeit, wonach sich aus Rinder-Submaxillarismucin beim | ~ J 
Erhitzen mit starkem Alkali Pyrrol-«-carbonsaure bildet, gelangte Gottschalk" | Subst 
dann zu der Annahme, daB das Spaltprodukt der Virus- bzw. RDE-Mucin-Reaktion | falls | 
en meinen > und ¢ 
*8 F. M. Burnet, J. F. McCrea u. 8. G. Anderson, Nature [London] 160, reakt 
404 [1947]. > 14 oti 
29 §. G. Anderson, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 347 [1948]. Bass 
30 W. T. J. Morgan, Experientia [Basel] 8, 257 [1947]. ) Lipoic 
31 J. F. McCrea, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 355 [1948]. » Bialsc 
%2 P. M. de Burgh, P. Yu, C. Howe u. M. Bowarnick, J. exp. Medicine |7 quant 
87, 1 [1948]. 
83 M. Hanig, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 68, 385 [1948]. B 
4G. L. Ada u. J. D. Stone, Brit. J. exp. Pathol. 31, 263 [1950]. zunac 
35 J. D. Stone u. G. L. Ada, Brit. J. exp. Pathol. 81, 275 [1950]. | rids ar 
36 J, Pye, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 338, 323 [1955]. dag ¢ 
37 A, Gottschalk u. P. E. Lind, Brit. J. exp. Pathol. 30, 85 [1949]. i 
38 §. Fazekas de St. Groth u. A. Gottschalk, ebenda 82, 21 [1951]. a 
39 A, Gottschalk u. P. E. Lind, Nature | London: 164, 232 [1949]. P - 
40 T, Tamm u. F. L. Horsfall, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 108 [1950]. — > 
41 J. Tamm u. F. L. Horsfall, J. exp. Medicine 95, 71 [1952]. : " 
42 G. E. Perlmann, I. Tamm u. F. L. Horsfall, J. exp. Medicine 95, % z 
[1952]. 
43 A, Gottschalk, Nature [London] 167, 845 [19511. j 
44 G. L. Ada u. A. Gottschalk, Austral. J. Sci. 14, 160 [1952]. we 
45 L. Odin, Nature [London] 170, 663 [1952]. = 
46 N. Hiyama, Tohoku J. exp. Med. 51, 319 [1949]. : 4 





47 A, Gottschalk, Nature [London] 172, 808 [1953]. 
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eine -Glykosyl-pyrrolcarbonsaure sei, welche séureamidartig mit dem Hexos- 
amin eines Polysaccharids verbunden sein sollte. Das Influenzavirus-Enzym und 
RDE sollten demnach als Amidase wirksam sein47»48, 


Eine die Ehrlichsche Reaktion ohne Alkalivorbehandlung gebende 


| Substanz isolierte Blix*® bereits 1936 aus Rinder-Submaxillarismucin. 
' Die als ,,Kohlenhydrat I‘‘ bezeichnete Substanz wurde von Blix als 
- ein 2 Acetylgruppen pro Molekiil enthaltendes, hexosaminhaltiges Di- 
» saccharid von saurem Charakter angesprochen. Fiir die anscheinend noch 
' nicht ganz saubere Substanz nahm Blix die Zusammensetzung 
> C,4H,40,,N an. 


Nur wenige Jahre spiter isolierte Klenk®® aus einem von ihm in 


_ groBen Mengen im Nervengewebe bei der infantilen amaurotischen Idiotie 
- vom Typ Tay-Sachs und in kleinen Mengen auch im normalen Gehirn 
_ aufgefundenen neuen Glykolipoid, dem sog. Gangliosid®!, eine ebenfalls 
_ die direkte Ehrlichsche Reaktion gebende, kristallisierte Substanz. Sie 
_ wurde von ihm als das Methylglykosid einer hexosaminfreien Polyoxy- 
_ aminosiure der Zusammensetzung C,,H,,0,N charakterisiert und ,,Meth- 
_ oxy-neuraminséure“ benannt. Die Substanz ergab als weiteres Charakte- 


ristikum auBer der direkten Ehrlichschen Reaktion eine positive Nin- 
hydrinreaktion und beim Erhitzen mit dem Bialschen Orcin-Reagens 
noch in geringer Konzentration eine intensive rot-violette Farbung. Diese 
von der griinen Farbe, die Bials Reagens normalerweise mit Zuckern 
gibt, abweichende eigentiimliche Farbe mit Orcin und Eisenchlorid bzw. 
Kupferacetat enthaltender Salzsiure hatten erstmals Walz>? 1927 bei 
einer die Cerebroside der Rindermilz begleitenden, bisher unbekannten 
Substanz sowie Levene und Landsteiner® beim Erhitzen von eben- 
falls damals noch unbekannten Lipoiden der Pferde- und Rinderniere 


-» und des Rindergehirns beobachtet. Klenk*! beschrieb 1939 die Farb- 


teaktion als charakteristisch fiir ein besonders bei der amaurotischen 


Idiotie in den Cerebrosidfraktionen vorkommendes, zuckerhaltiges 


Lipoid (,,SSubstanz X‘‘) von ausgesprochen sauren Eigenschaften. Die 


» Bialsche Reaktion wurde spaiter von Klenk und Langerbeins® zur 


quantitativen Bestimmung der Neuraminsaure ausgearbeitet. 

Blix und Mitarbb.** sprachen die hexosaminfreie Neuraminséure 
zunichst als ein Zersetzungsprodukt ihres hexosaminhaltigen Disaccha- 
rids an, muBten ihre Meinung aber andern, als Klenk*? beweisen konnte, 


' daB Galaktosamin zusammen mit anderen Zuckern und neben der 


48 A. Gottschalk, Yale J. Biol. Med. 26, 352 [1954]. 
49 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 
50 K. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 
51 EK. Klenk, diese Z. 278, 76 [1942]. 
52 K. Walz, diese Z. 166, 210 [1927]. 
53 Pp. A. Levene u. K. Landsteiner, J. biol. Chemistry 75, 607 [1927]. 
54 E. Klenk, diese Z. 262, 128 [1939]. 
55 K. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
56 G. Blix, L.Svennerholm u. I. Werner, Acta chem. scand. 4, 717 [1950]. 
57 KE. Klenk. diese Z. 288, 216 [1951]. 
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Neuraminsaure als Baustein in den Gangliosiden vorkommt, also kein 
Spaltprodukt der Neuraminsiiure ist. Nachdem so Blix und Mitar!)b.* 
erkannt hatten, daB das disaccharidartige ,,Kohlenhydrat I‘ offens cht. 
lich auch eine der Neuraminsaure ahnliche Polyoxyaminosaure ist, ‘iihr- 
ten sie erst 1952 den Namen ,,Sialinsaure* ein. 

Im gleichen Jahre berichtete erstmals Odin*, daB eine Reihe von 
Virus-Hamagglutionations-Inhibitoren wie Ovomucin, Allantoisflissig. 
keit, Ovareysten und Follikelfliissigkeit der Kuh entsprechend der posi. 
tiven direkten Ehrlichschen Reaktion Sialinsiure enthalten miBter. Er 
schloB daraus, daB die Sialinsiure fiir die Inhibitoren der Virus-Ham.- 
agglutination von fundamentaler Bedeutung sein und in irgendeiner noch 
unbekannten Verbinduny zur Receptorsubstanz der Erythrocyten stehen 
miisse. 

Zur gleichen Zeit konnten Klenk und Lauenstein®® sowoh! aus 
Rinder-Submaxillarismucin als auch aus menschlichem Harnmucin das 
Methylglykosid der Neuraminsaure in reiner kristallisierter Form iso. 
lieren. Auf Grund dieses Ergebnisses sprachen sie die Vermutung aus, 
daB der Neuraminsaurerest in dem die Virus-Haimagglutination hem. 
menden Mucinmolekiil als Haftstelle fiir das Influenzavirus angesprochen 
werden kénne. 

Wahrend das Methylglykosid der Neuraminsiure als solches nicht 
in den Mucinen vorliegt, sondern bei der Abspaltung mittels methyl. 
alkoholischer Salzsiure unter Umglykosidierung entsteht, gelang es 
Klenk und Faillard® erstmals, aus Rinder-Submaxillarismucin durch 
hydrolytische Spaltung eine Acetylverbindung in kristallisierter, ana- 
lysenreiner Form zu isolieren. Die in feinen Nadeln kristallisierende 
Substanz erwies sich als N-Acetyl-neuraminsiure der Zusammensetzung 
C12H 10, 0N. 

Eine ihrem Verhalten nach sehr aihnliche Substanz erhielten im glei- 
chen Jahre Kuhn und Brossmer*!, die Lactaminséiure genannt wurde 
und zunachst nicht mit der N-Acetyl-neuraminsaure identisch schien, 
da sie als nicht reduzierendes Methylglykosid einer N-Acetyl-Verbindung 
des Grundkérpers C, beschrieben wurde. Nachdem aber kiirzlich K lenk 
u. Mitarbb.®? zeigen konnten, daB das IR-Spektrum der N-Acetyl- 
neuraminsdure vollstaéndig tibereinstimmt mit dem der Methoxy-Ver- 
bindung der Lactaminsiure, nachdem ferner Kuhn und Brossmer® 
kiirzlich berichteten, da die aus Kuhcolostrum isolierte Methoxy- 
Verbindung der Lactaminsiure sich als leicht verseifbarer Methylester 
erwiesen hat, und nachdem letztlich Klenk und Uhlenbruck® aus 


58 G, Blix, L.Svennerholm u. I. Werner, Acta chem. scand. 6, 358 [1952]. 

59 KE. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

60 EK. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 

61 R. Kuhn u. R. Brossmer, Chem. Ber. 87, 123 [1954]. 

62 E. Klenk, H. Faillard, F. Weygand u. H. H. Schéne, diese Z. 30H, 
36 [1956]. 

63 R. Kuhn u. R. Brossmer, Angew. Chem. 68, 211 [1956]. 

64 E. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 305, 224 [1956]. 








Bd 





Ki 
be: 
nel 


net 
sch 
Inz 
unc 
kon 
seir 
4-H 
gly! 
Go 
Alk 
Der 
mel 


Kin’ 
hem 
isoli 
mit 

tore 
sind 


subs 


Bro 
Tris: 
lactc 
lacta 
Schh 
wese 
subst 
aus ¢ 
Frag 
Sinn 

d 
Subst: 
wurde 
ahnel 
aus Ci 
mucin 














957) 


<ein 
1b, 58 
cht- 
ihr. 


von 
ssig- 
)0si- 
Er 
am- 
10ch 


shen 


aus 
das 
is0- 
aus, 
em- 


shen 


‘icht 
hyl- 
x es 
urch 
ana- 
onde 
ung 


glei- 
urde 
Lien, 
lung 
enk 
tyl- 
Ver- 
er® 
OXY: 
ster 

aus 


952). 





ra 





Bd. 307 (1957) Uber die Abspaltung von N-Acetyl-neuraminsiure 67 
Kuhcolostrum das Methylglykosid der Neuraminsiure isolieren konnten, 


besteht wohl kaum noch ein Zweifel, dag Lactaminsiure und N-Acetyl- 
neuraminsaure miteinander identisch sind. 


Von besonderem Interesse war die Feststellung®, daB die N-Acetyl- 
neuraminséure im Gegensatz zum Methylglykosid der Neuraminsdure 
schon beim Erhitzen mit verd. Alkali in Pyrrol-x-carbonsiure iibergeht. 
Inzwischen hatte nimlich Gottschalk® auf Grund der von Klenk 
und Lauenstein®® ausgesprochenen Vermutung, die Neuraminsaure 
konne méglicherweise mit dem Receptor fiir das Influenzavirus identisch 
sein, diese als eine Pyrrolin-pentose-Verbindung angesprochen. Dieses 
4-Hydroxy-2-carboxy-pyrrolin, dessen enolische Hydroxylgruppe durch 
glykosidische Bindung an eine Pentose stabilisiert sein sollte, miiBte nach 
Gottschalk leicht in Pyrrolearbonsiure iibergehen. Entsprechend der 
Alkalilabilitat der N-Acetyl-neuraminséure konnte diese aber nicht als 
Derivat der Pyrrol-x-carbonsiure aufgefaBt werden. Diese diirfte viel- 
mehr erst sekundar aus der N-Acetyl-neuraminsiure entstanden sein. 

Im vergangenen Jahre gelang es nun Klenk und Mitarbb.® durch 
Einwirkung von Influenzavirus auf ein die Virus-Hamagglutination stark 
hemmendes menschliches Harnmucin, eine kristallisierte Substanz zu 
isolieren, die identisch mit N-Acetyl-neuraminséure war. Daraus konnte 
mit groBer Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, daf die Zellrecep- 
toren fiir das Influenzavirus mit der N-Acetyl-neuraminsiure identisch 
sind oder letztere zumindest ein wesentlicher Bestandteil der Receptor- 
substanz ist. 

In diesem Zusammenhang findet die Mitteilung von Kuhn und 
Brossmer ganz besondere Beachtung, wonach es gelungen ist, aus einer 
Trisaccharidsiure des Kuhcolostrums, einer O-Acetyl-lactaminsiure- 
lactose mittels Influenzavirus und RDE Lactaminsiure oder O-Acetyl- 
lactaminsiure abzuspalten. Dieser Befund fiihrt zu dem zwingenden 
SchluB, daB die Lactaminsiure bzw. N-Acetyl-neuraminsaure nicht nur 
wesentlicher Bestandteil des Receptors, sondern selbst die Receptor- 
substanz ist. Allerdings wirft diese enzymatische Receptor-Abspaltung 
aus einem so kleinen Molekiil eine neue, noch nicht zu beantwortende 
Frage auf, nimlich die der Deutung dieses enzymatischen Vorgangs im 
Sinne des Burnetschen ,,Receptor gradient“. 

Inzwischen sind aus einer groBen Zahl von verschiedenen Glykoproteiden 
Substanzen isoliert worden, die, obwohl sie mit den verschiedensten Namen belegt 
wurden, alle in ihren Eigenschaften der N-Acetyl-neuraminsaure sehr weitgehend 
ihneln. So wurde in letzter Zeit berichtet iiber die Isolierung von Sialinsiuren 


aus Cervicalschleim, den gelatinésen Klumpen des Schweinesamens und aus Ovo- 
mucin®’, aus pseudomyxomatisen Gelen und aus Ovarialcysten®*, aus Mekonium 


6 A. Gottschalk, Nature [London] 174, 652 [1954]. 

66K. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]; 
Photographie u. Wissenschaft (AGFA-Mitt.) 5, 3 [1956]. 

&* L.. Odin, Acta chem. scand. 9, 1235 [1955]. 
68 L.. Odin, Acta chem. scand. 9, 714 [1955]. 
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und dem sauren Glykoproteid (Orosomucoid) des menschlichen Serums®® sowi » aus 
Schweine- und Pferde-Submaxillarismucin’®. AuBerdem berichten Blix und Mit. 
arbb.7)72 jiber die Isolierung von Sialinsiure auch aus Gangliosiden. 

Nachdem Gyérgy und Mitarbb.” vor einiger Zeit schon aus Frauenn ilch. 
mucin Neuraminsaure in Form ihres Methylglykosids gewinnen konnten, berich eten 
sie’4 etwas spater iiber die Isolierung einer Acetyl-Verbindung der Neuramin:aure 
aus Frauenmilch, die sie ,,Gynaminsiure nannten. Eine ,,Sero-Lactaminsi ure“ 
isolierten Yamakawa und Suzuki” aus Serum-Mucoprotein, nachdem sie”® ¢ inige 
Jahre vorher schon eine ,,Hamataminsaiure aus dem Lipoid des Pferde-Erythro. 
cytenstromas dargestellt hatten, die sich als véllig identisch mit Neuraminsiure. 
methylglykosid’’? erwies. Eine méglicherweise in naher Beziehung zu K ithns 
O-Acetyl-lactaminsaure-lactose stehende, ,,Neuramin-lactose“ genannte Substam 
isolierten Trucco und Caputto’® aus Rattenmilchdriisen. 

Blix und Mitarbb.7%79 sowie Odin®® nehmen verschiedene Typen von Sialin- 
siuren an, namlich in den drei bisher untersuchten menschlichen Materialien Ovar. 
cystengel, Serumprotein und Mekonium, eine auch aus Schaf-Submaxillarismucin 
und Ovomucin isolierte N-Acetyl-Verbindung (Ovine-Sialic-acid), im Schweine. 
Submaxillarismucin eine N-Glykolyl-Verbindung (Porcine-Sialic-acid) und im 
Rinder- und Pferde-Submaxillarismucin eine V-O-Diacetyl-Verbindung (Bovine. 
und Equine-Sialic-acid), wobei die beiden letzteren modglicherweise Isomere sein 
sollen’’, 

Klenk und Mitarbb. konnten in den letzten Jahren aus einer Viel- 
zahl glykoproteidhaltigen Materials ein gegen Alkali 4uBerst bestandiges, 
gut kristallisierendes Methylglykosid der Neuraminsaure isolieren. Die 
Ausgangsmaterialien waren Rinder-Submaxillarismucin und mensch- 
liches Harnmucin®®, Schweine- und Pferde-Submaxillarismucin®, Kuh. 
colostrum, Amyloidose-Leber®®, Fetuin (Glykoproteid des Rinderféten- 
serums)®!, menschliches Blutserum*? und Rinder-Erythrocytenstroma®, 

Es ist ein verfiihrerischer Gedanke anzunehmen, daB alle diese, die 
Neuraminsiure als receptorartige Wirkgruppe enthaltenden Glykopro- 


teide in Gestalt der mucinésen Oberflichensekrete eine natiirliche Bar. } 


riere gegen das Eindringen der Viren darstellen, die erst enzymatisch 
abgebaut werden muB, bevor das Virus in die Zellen eindringen kann. 

69 L. Odin, Acta chem. scand. 9, 862 [1955]. 

70 G. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. I. Werner, Nature [London] 1%, 
340 [1955]. 

1G. Blix u. L. Odin, Acta chem. scand. 9, 1541 [1955]. 

7 L. Svennerholm, Acta chem. scand. 9, 1033 [1955]. 

73 7. R. E. Hoover, G. A. Braun u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 
47, 216 [1953]. 

™ F, Zilliken, G. A. Braun u. P. Gyorgy, Arch. Biochem. Biophysics 44, 
564 [1955]. 

7° T. Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 42, 727 [1955]. 

76 T. Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 88, 199 [1951] 
77 E. Klenk u. H. Wolter, diese Z. 291, 259 [1952]. 
78 R. E. Trucco u. R. Caputto, J. biol. Chemistry 206, 901 [1954]. 
79 G. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. I. Werner, Acta Soc. Med. Upsal. 61 
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Mit Sicherheit kann allerdings bis jetzt nur gesagt werden, daB die 
Neuraminséure beim ersten Kontakt zwischen gewissen pathogenen 
Viren und den infizierbaren Zellen eine entscheidende Rolle spielt. 

Beziiglich der Bindung der Neuraminséure an das Mucoproteid- 
molekiil sind entsprechend der von Kuhn berichteten Spaltung von 
0-Acetyl-lactaminsaure-lactose mittels Influenzavirus und RDE die von 
Gottschalk diskutierten Méglichkeiten einer Siureamid- ‘47-48 oder einer 
Y-glykosidischen Bindung an eine Aminosaure* oder an Galaktosamin®® 
wohl auszuschlieBen. Der erwihnte Befund Kuhns zwingt vielmehr zu 
der Annahme, da die Neuraminsadure O-glykosidisch mit dem Muco- 
proteidmolekiil verbunden ist. Das Influenzavirus und das RDE miissen 
demnach als Glykosidasen wirksam sein. 

Nachdem schon friiher von Burnet und Mitarbb.?!:28-3137.42 die 
gleichartige Wirkung von in-fektidsem Influenzavirus und RDE fest- 
gestellt werden konnte, war zu erwarten, daB auch die N-Acetyl-neura- 
minsiiture als Receptor fiir die Bakterienenzyme von der Art des RDE 
aus V. cholerae eine Rolle spielt. Es muBte aber damit gerechnet werden, 
da8 das RDE eine unspezifischere Wirkung entfaltet als das Influenza- 
virus-Enzym und somit die N-Acetyl-neuraminsaure im Verbande mit 
anderen Oligosacchariden und Oligopeptiden abgespalten werden kénnte. 
Tatsichlich ergab sich aber bei den an Rinder-Submaxillarismucin und 
menschlichem Harnmucin ausgefiihrten Spaltungsversuchen eine Paral- 
lelitat zu den frither ausgefiihrten Spaltungen mit Influenzavirus. Ob- 
wohl das Rinder-Submaxillarismucin die Virus-Himagglutination weit 
schwicher hemmte als das menschliche Harnmucin, konnte in beiden 
Fillen die N-Acetyl-neuraminsaure in annahernd gleicher Ausbeute ab- 
gespalten werden. Die Ausbeuten lagen dabei durchschnittlich héher als 
bei den Spaltungen mit Influenzavirus, was auf eine stiirkere Wirksam- 
keit der RDE-Konzentrate schlieBen lieB. Die enzymatisch abgespaltene 
Substanz konnte isoliert und als N-Acetyl-neuraminsaure charakterisiert 
werden 8S, 

Entsprechend der von Blix?®7® aus Rinder-Submaxillarismucin iso- 
lierten Diacetyl-Verbindung (Bovine-Sialic-acid) muBte auch damit ge- 
rechnet werden, daB nur eine Diacetyl-Verbindung der Neuraminsaure 
als Receptorsubstanz wirksam sein kénnte. Da aber alle Mucine vor den 
Spaltungen bei px 9—9,5 zunichst in Lésung gebracht und das Rinder- 
Submaxillarismucin auBerdem bei seiner Darstellung mit 1,5-proz. Salz- 
siure gelést wurde, kann wohl mit groBer Wahrscheinlichkeit angenom- 
men werden, daB eine leicht abspaltbare, sauerstoffstindige Acetylgruppe 
in der Neuraminsaure der zur Spaltung gelangten Mucine nicht mehr 
vorhanden gewesen ist. Somit diirfte entsprechend den Ergebnissen der 
enzymatischen Spaltungen die N-Acetyl-neuraminsaéure als biologisch 


- aktive Receptorsubstanz fiir das RDE angesprochen werden. 


at A. Gottschalk, Yale J. Biol. Med. 28, 525 [1956]. 
8 A. Gottschalk, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 560 [1956]. 
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Aus einem Gangliosid mit hohem Neuraminsauregehalt, das keinerlej 
Hemmwirkung gegen die Himagglutination durch Influenzavirus B-Lee 
zeigte, lieB sich durch RDE-Einwirkung keine Neuraminsaure abspaiten, 
Daraus muB geschlossen werden, dafi die Neuraminsaure in diesem Glyko. 
lipoid in einer nicht enzymatisch spaltbaren Bindung vorliegt. 

Wie schon friither bei den Spaltungen mit Influenzavirus, so konnten 
auch hier bei den Spaltungen mit RDE in den Ultrafiltraten der Spal. 
tungs- und Kontrollansitze neben der Neuraminsiure eine Reihe von 
Aminosauren papierchromatographisch nachgewiesen werden. Auf Grund 
der Tatsache, daB die zu Kontrollzwecken hergestellten Ultrafiltrate der 
RDE-Konzentrate keinerlei Aminosiuren enthielten, kann wohl an. 
genommen werden, daB sie das Produkt bakterieller Verunreinigungen 
waren. Beriicksichtigt man ferner, dafs auch im entsalzten Ultrafiltrat 
von bebriitetem Gangliosid, welches bekanntlich ein nur aus Sphingosin, 
Fettséiuren, Neuraminséiure und Zuckern bestehendes Glykolipoid ist, 
Aminoséuren nachweisbar waren, so mu die Moglichkeit in Betracht 
gezogen werden, da die Aminosiiuren auch aus den in die Ansatze ge. 
langten Mikroorganismen selbst stammen k6nnen. 


Beschreibung der Versuche 


: 1. Bestimmungsmethoden 


a) RDE-Titer: Die Enzymaktivitaét der Cholerabouillon und der Lésungen 
des gereinigten und angereicherten ,,Receptor-Destroying-Enzyme“ wurde nach 
einer der von Burnet” angegebenen Methoden bestimmt. 0,25 cem der Enzyn. 
lésung versetzte man mit dem gleichen Vol. einer boratgepufferten 0,9-proz. 
NaCl-m/100-CaCl,Lésung (1,10 g CaCl,; 9,00 g NaCl; 1,203 g H,BO, und 0,052 
Na,B,0,-10H,O pro 1000 ccm aqua dest.) vom py 7,1—7,3. Von dieser Enzyn- 
lésung ausgehend, wurden mit der boratgepufferten physiol. NaCl-Lésung Ver. 
diinnungen in der Potenzreihe von 2 mit einem Vol. von 0,25 ecem angelegt. Nach 
Hinzufiigen von 0,25ccm einer 1-proz. Hiihnerblutkérperchen-Suspension in 
physiol. NaCl-Lésung wurde der Ansatz 35 Min. bei 37° belassen. Dann Zugabe 
von jeweils 0,1 cem Influenzavirus-Lésung vom Stamm B-Lee, entspr. 10 Agglu- 
tinationsdosen Influenzavirus, und Ablesen des Titers nach einstiindigem Stehen- 


lassen bei Zimmertemperatur. Der Reziprokwert der Verdiinnungen des letzten f 


Rohrchens ohne, und des ersten Réhrchens mit Agglutination, zeigte den RDE 
Titer an. 

b) Influenzavirustiter: Bestimmung nach Tamm und Horsfall", aus. 
gehend von einer auf das Zehnfache verdiinnten Allantoisfliissigkeit von Hiihner- 
embryonen®®, Der Reziprokwert der Verdiinnung des letzten Réhrchens mit deut- 
licher Agglutination zeigt den Virus-Himagglutinationstiter an. Als Agglutinations- 
dosis wird die Virusmenge bezeichnet, die den Agglutinationsendtiter bewirkt. 

c) Hamagglutinations-Hemmtest: Einwaagen von etwa 2 mg Mucil 
in jeweils 2 ccm aqua dest. gelést. Mit 0,2 cem dieser Lésung Verdiinnungen mit 
physiol. NaCl-Lésung in der Potenzreihe von 2 und Bestimmung des Hemmwertes 
des Mucins durch Zugabe von Indikatorvirus”®. 

d) Neuraminsaure-Bestimmung: Bestimmung der in den Mucinen vor- 
handenen und der enzymatisch abgespaltenen Neuraminsaure in Anlehnung an dit 


quantitative Bestimmung der Methoxy-neuraminsaiure®*®’. Die Neuraminsaur > 


wurde in allen Fallen als Methylglykosid bestimmt, weil das Neuraminsaure-methy!- 
glykosid mit Bials Reagens eine mit Amylalkohol ausschiittelbare Farbe entwickel, 


"8? P Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. $2, 289 [19541 
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deren Intensitat iiber einen weiten Bereich mit zunehmender Konzentration linear 
ansteigt. Die Farbintensitat, welche die N-Acetyl-neuraminsaure mit Bials Reagens 
ergibt, ist nur bei geringen Konzentrationen der des Methylglykosids annahernd 
gleich, steigt aber nicht linear mit zunehmender Konzentration an (vgl. Abb. 1). 

1 ccm Substanzlésung, enthaltend 10—90 y Neuraminsaure, mit 1 ccm Bials 
Reagens 15 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt, nach Abkiihlen mit 5 com Amyl- 
alkohol ausgeschiittelt und nach 5 Min. Stehenlassen in der Kalte zentrifugiert. 





06 ; : 
Abb. 1. N-Acetyl-neuraminsiure und | “4 
Neuraminsiure-methylglykosid, mit Bials eal 
Reagens 15 Min. auf 100° erhitzt und 
mit Amylalkohol ausgeschiittelt. Abhiin- 
gigkeit der Absorption bei 546 my von 
der Konzentration. —— N-Acetylneura- 
minsiiure; - - - - Neuraminsiure-methyl- 

glykosid. 
































Ablesung in 2-ccm-Kiivetten bei 546 my. Der abgelesene H-Wert, multipliziert mit 
dem Faktor 104, ergab die in der bestimmten Probe von 1 ccm enthaltenen y Neu- 
raminsiure**, bezogen auf reinstes Neuraminsdure-methylglykosid. 


2. Ausgangsmaterialien 


a) Anreicherung und Reinigung des RDE: Filtrate von Vibrio cholerae* 
dienten als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung des RDE. Jeweils 200 ccm der 
Filtrate wurden zunachst in sterilisierten Dialysierschliuchen 48 Stdn. gegen 
flieBendes Wasser und dann 24 Stdn. gegen aqua dest. bei 5° dialysiert. In einigen 
Cholerafiltraten vorhandene Agglutinine, die das Ablesen der Titer erschwerten, 
konnten in den meisten Fallen fast volistandig entfernt werden durch vor der 
Dialyse erfolgte Zugabe von Harnstoff bis zu einer Konzentration von 39° und 
12—ldstdg. Stehenlassen der mit Harnstoff versetzten Bouillon bei 1—2°. Titer 
der Cholerafiltrate nach der Dialyse etwa zwischen 16 und 64, vor der Dialyse 
meist um eine Verdiinnungsstufe hoher. Die dialysierte Bouillon wurde nach Zu- 
gabe von 1 mg Supracillin gefriergetrocknet. Die weitere Aufarbeitung des Enzym- 
ansatzes erfolgte nach Burnet und Stone*>. Der Gefriertrockenriickstand (4 bis 
7 mg/ccm Cholera-Filtrat) wurde in 10 ccm physiol. NaCl-Lésung gelést, die 1/;59-m. 
an CaCl, war. Nach Einstellen der Lésung auf ein py von 9,2 mittels NaOH wurde 
15 Min. bei 2800 g zentrifugiert und die iiberstehende klare, rotbraun gefarbte 
Lisung von einer geringen Menge Bodensatz abgetrennt. Titer dieser Enzymlésung 
bei allen Ansatzen 128—512. 

Die weitere Reinigung und Anreicherung des Enzyms geschah durch Ad- 
sorption an menschliche Erythrocyten der Blutgruppe 0. Zur zentrifugierten und 
auf 0° + 1° vorgekiihlten Enzymliésung vom py 9,2 wurde 1 ccm gut mit physiol. 
NaCl-Lésung ausgewaschener und auf etwa + 1° vorgekiihlter Erythrocytenboden- 
satz hinzugegeben. Nach Durchmischen mit der Enzymlésung wurden die Erythro- 
cyten sofort in einer Kiihlzentrifuge abzentrifugiert, nach Abtrennung der iiber- 
stehenden Bouillon mit 10 ccm einer vorgekiihlten physiol. NaCl-m/100-CaCl,- 
Lésung (acetatgepuffert auf py 6,2) versetzt, durchmischt und erneut rasch ab- 
zentrifugiert. Nach Abtrennen dieser Waschfliissigkeit nahm man den Erythro- 
cytenbodensatz in 2,5 ccm desselben Puffers vom py 6,2 auf. Der ganze Vorgang 


_ * Vom Pas teur- Institut, Paris, und den Behring - Werken, Marburg, freund- 
licherweise zur Verfiigung gestellt. 
** Im folgenden mit NS bezeichnet. 
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der Adsorption an die Blutkérperchen und das Auswaschen der Erythrocyten mit 
Puffer wurde in héchstens 4 Min. durchgefiihrt, da die Elution des Enzyms von 
den Blutkérperchen sehr bald nach der Adsorption beginnt und somit schon Enzym 
in die zum Nachwaschen benutzte Pufferlésung gelangt. 

Aus der nach der Adsorption erhaltenen iiberstehenden Bouillon wurde auf 
die gleiche Weise durch Adsorption an 1 ccm Blutkérperchenbodensatz noch eine 
weitere, kleinere Menge RDE gewonnen. 

Die nach der Adsorption in 2,5 cem saurem Puffer suspendierten Erythro. 
cyten wurden zur Elution des RDE 1 Stde. bei 37° unter wiederholtem Durch. 
mischen stehengelassen. Durch anschlieBendes Zentrifugieren erhielt man 2,2 bis 
2,3 ccm nur schwach hamolytischen Uberstandes. 0,25 ccm dieser Enzymlosung 
dienten zur Titerbestimmung. Er lag bei der aus der 1. Adsorption gewonnenen 
RDE-Lésung bei 1024—8192 und bei der RDE-Lésung der 2. Adsorption bej 
256—1024. Die RDE-Lésungen, die aus der vom Pasteur- Institut, Paris, zur 
Verfiigung gestellten Cholerabouillon aus V. cholerae, Stamm 4Z (Burnet), her. 
gestellt wurden, ergaben stets die héheren Titer. 

Versuche, ein auf die beschriebene Weise gereinigtes und angereichertes RDE 
durch Ultrazentrifugation noch weiter anzureichern, fiihrten nicht zum Ziel. Selnst 
bei 100000 g lieB sich das Enzym nicht sedimentieren. 

b) Influenzavirvus: Influenzavirus B-Lee wurde auf 9—11 Tage alten 
Hiihnerembryonen geziichtet’>. Es diente zur Darstellung von Indikatorvirus und, 
nach entsprechender Verdiinnung, zur Bestimmung der RDE-Titer. 

ec) Indikatorvirus: Das zur Bestimmung der Hamagglutinations-Hemn. 
aktivitat der Mucine benétigte Indikatorvirus wurde durch %stdg. Erhitzen von 
virushaltiger Allantoisfliissigkeit auf 56° dargestellt*®. 

d) Harnmucin: Menschliches Harnmucin von hoher Antihimagglutininwir. 
kung wurde dargestellt®*®® durch Fallung mit Aceton-Benzoesdure?®. Ausbeute 
an Mucin 12—16 mg/l Harn. Durchschnittlich hemmten 10-? bis 10-4 y Mucin 
pro Agglutinationsdosis die Hamagglutination durch Influenzavirus. Der NS-Gehalt 
schwankte im Verlaufe einiger Monate der Harnaufarbeitung zwischen 2,6 und 
4,7%, berechnet als NS-Methylglykosid. 

e) Rinder-Submaxillarismucin wurde nich Hammarsten- Blix" 
durch waBr. Extraktion der Driisen und Fallung des Mucins aus salzsaurer Lésung 
mit Wasser dargestellt. Der NS-Gehalt des getrockneten Mucins betrug 10,0 bis 
10,5%, ber. als NS-Methylglykosid. Etwa 1 y Mucin pro Agglutinationsdosis 
hemmte die Hamagglutination durch Influenzavirus. 

f) Gangliosid: Zu den Spaltungsversuchen mit Gangliosid diente ein nach 
Klenk®®5! aus menschlichem Gehirn bereits friiher dargestelltes Gangliosid-Prapa- 
rat. Sein NS-Gehalt betrug 13,2°,, ber. als NS-Methylglykosid. 100 y dieses Ganglio- 
sids ergaben keine Hemmung der Hamagglutination durch das Influenzavirw 
B-Lee. 

3. Spaltungsansaitze 

a) Enzymatische Spaltung von Harnmucin: Zur Spaltung wurden an. 
fanglich jeweils 100—500 mg Harnmucin eingesetzt, ab Spaltungsansatz Nr. 9 die 
Menge aber bis auf 1000 mg pro Ansatz erhéht, da aus der vom Pasteur- Institut 
zur Verfiigung gestellten Cholerabouillon ein Enzympraparat héherer Aktivitat 
erhalten werden konnte. Zur Spaltung wurden nur Harnmucine eingesetzt, von 
denen weniger als 5-10-? y die Hamagglutination einer Agglutinationsdosis In- 
fluenzavirus hemmte. Die Mucine léste man je nach ihrer Menge in 20—100 ccm 
ausgekochtem aqua dest. und filtrierte sie mit Ausnahme der Spaltungen 1—} 
zuniachst steril iiber ein Ultrafilter der Porenweite 5—10 my unter 5—8 at Stick- 
stoff, damit evtl. vorhandene, ultrafiltrierbare Bestandteile der Mucinlésung 
(Aminoséuren, Oligopeptide) vor der Spaltung abgetrennt werden konnten. Der 
Filterriickstand wurde erneut in 20—100 ccm ausgekochtem aqua dest. auf: 

88 A. J. Anderson, Biochem. J. 56, X XV [1954]. 

89 A. J. Anderson u. N. F. Maclagan, Biochem. J. 59, 638 [1955]. 

















: * 
Ather h 





957) 


1 mit 
} VOn 
izym 





> auf 
eine 


thro. 
urch- 
2 bis 
sung 
venen 
1 bei 
, Zur 
her. 


RDE 
selpst 


alten 
und, 


omni 
1 VON 


nwir- 
beute 
Mucin 
ehalt 
> und 


lix® 
sung 
0 bis 
3dosis 


nach 
rapa- 
nglio- 
Virus 








Bd. 307 (1957) Uber die Abspaltung von N-Acetyl-neuraminsaure 73 


genommen unter Zugabe von 1 mg Supracillin und so viel CaCl,, daB die Mucin- 
Jésungen jeweils m/100 an Ca waren. Nach Einstellen auf pq 6,5—7,0 gab man zu 
der klaren, opalescierenden Lésung die aus der 1. Adsorption eines Enzymansatzes 
ethaltenen 2,2—2,3 com RDE-Lésung hinzu und lieB den Ansatz nach Zugabe 
von 1ccm Ather (zur Vermeidung bakterieller Nebenreaktionen) bei 37° ver- 
schlossen stehen. Nach 24 Stdn. wurden die aus der 2. Adsorption des gleichen 
Enzymansatzes stammenden 2,2—2,3 com RDE-Lésung ebenfalls zum Spaltungs- 
ansatz zugefiigt und weitere 14 Stdn. bei 37° belassen. AnschlieBend filtrierte man 


Tab. 1. Ergebnis der enzymatischen Spaltungen von Harnmucin. 

















Ather hinzugefiigt, was méglicherweise der Grund fiir das schlechte Abspaltungsergebnis ist. 



































Menge der 
Ansatz Mucin RDE-Lésung | Bebrij-| abgespalt. 
; Neuramins. 
tungs- 
NS- oy Hemmwert dauer % der 
Nr. | mg |Gehalt Ns | Pro Aggl. Dos. | ccm Titer Stdn.| mg | ctrten 
“= F Y NS 
1 | 100} 452] 452}  <ooo1s | 55 | 1028-2048 | 38 | 2.93] 64,8 
2| 10] 4,97] 4,51 | <o,oo1s | 33 | 1028-2048 | 38 | 3,74] 75,2 
3 | 155] 6,25] 4,03 | 0,041 —o,021 | 23 | 1028-2048) 38 | 3.98] 63,7 
9 Par 
4 | 420 | 17,05] 4,06 | 0,049 —o,025 | 22] 512-1024) 35 1 9 40] 55,1 
5 | 105} 4,97] 4,70 | 0,017 —0,008 | 32 | 1028-2088 | 3g | 3.52| 71,2 
6 | 300 | 11,94] 3,98 | 0,01 —0,005 | 53 | 7088-4096 | 35 | 8.50] 71,1 
29 2 
7 | 250 | 10,10| 4,04 | 0,0098—0,0049 | 32 | 1924-2048 | 35 | 6.55] 64,9 
24 9 
8 | 100] 4,54] 4,54 | 0,021 —o,011 | 33 | 1024-2048 | 38 | 3,98] 72,3 
9 a 
| 480 | 18,65] 3,89 | 0,0053—0,0027 | $2 | 20884006 | 35 | 6.40] 34,3 
0 | 450 | 17,30] 3,84]  <0,0008 | >> | T086-8192 | 38 | 9,40] 54,3 
| 710 | 19,96 2,81 |  <o,oo019 | 5-3 | 5088-8102 | 38 | 12,60] 63,2 
2 | 635 | 17,99] 2,83 | 0,001 —0,0005 | 33 | S006 8102 | 38 | 11,95] 66,5 
9 = t 
13 | 720 | 20,92] 2,90 | 0,022 —o,011 | 5-3 | 1086-8192 | 38 | 12,58] 60,0 
It | 730 | 22,49] 3,08 | 0,003 —0,0015 | 35 | 2088-4096 | 38 | 12,90] 57,3 
515 | 885 | 23,35] 2,64 |  <o,00018 | 35 | S028 8102 | 38 | 13,90] 59,5 
; > | 2.2 | 4096—8192 = 
16 | 650 | 20,80) 3,20 | 0,0084—0,0042 | 57 | “078 S002 | 38 | 9,03] 43.4 
€ D) P 
17 | 1060 | 40,20] 3,79 | 0,0004—0,0002 | 3-3 | S006—S102 | 38 | 98,30] 70,3 
| 7860 |265,97 | [158,96 | 
* Zu dieser Spaltung wurde versuchsweise zur Hemmung bakterieller Einfliisse Aceton statt 
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den Ansatz iiber ein Ultrafilter mit der Porenweite 5—10 my unter 2—8 at Stick. 
stoff und bestimmte den NS-Gehalt im Ultrafiltrat. Ergebnisse der Spaltungen 
siehe Tab. 1. Die durchschnittliche Ausbeute an enzymatisch abgespaltener NS 
betrug 59,8°% der eingesetzten Menge NS. 

b) Enzymatische Spaltung von Rinder-Submaxillarismucin: Da 
das Rinder-Submaxillarismucin in der vorliegenden Form nicht in Wasser léslich 
war, wurden Mengen bis zu 1 g Mucin in 50—70 ccm aqua dest. aufgenommen und 
bei 15000 Umdr./Min. homogenisiert. Zur Verhinderung starken Schaumens setzte 
man etwas Ather zu. Die feine Mucin-Suspension wurde mit NaOH auf py 9--9,5 
gebracht, 14—18 Stdn. bei 2° stehengelassen und anschlieBend 15 Min. bei 2800 ¢ 
zentrifugiert. Die iiberstehende, stark opalescierende Mucinlésung wurde dann zur 
Entfernung des Alkalis 24 Stdn. gegen flieBendes Leitungswasser und 24 Stdn, 
gegen zweimaligen Wechsel von aqua dest. dialysiert und nochmals 15 Min. bei 
2800 g zentrifugiert. Nachdem von der erhaltenen Mucinlésung der NS-Gehalt und 
der Himagglutinations-Hemmtiter bestimmt worden waren, setzte man sie, wie 
beim Harnmucin beschrieben, zur Spaltung mit RDE an. Die enzymatisch abge. 
spaltene Neuraminsaéure wurde wieder im Ultrafiltrat bestimmt. Die Ergebnisse 
der Spaltungen werden in Tab. 2 wiedergegeben. 


Tab. 2. Ergebnis der enzymatischen Spaltungen von Rinder-Submaxillarismucin, 






































Menge der 
Ansatz Mucin RDE-Lésung Bebrii-|  abgespalt. 
tungs- Neuraminsaur 
L NS-Gehalt_ |Hemmwert** dauer pid 
Nr. | mg* | der Mucin- |pro Aggl.-Dos.| ccm Titer Stdn.}| mg aie 
lésung mg y “NS 7 
99 94 90) 
1 | 10] 101 2,10—1,05 | ee | eee aes | 38 | 6,06] 600 
9 ¢ )94— 
2 | 70] 41,1 moos | 7 | See cee, | 8 | | @ 
‘ 2048 — 
3 | 800] 50,2 (mom | ojo ee | | | 
99 , 9 
4 | 1000] 61,7 1,04—0,52 | 22 | Oot eee | 38 | 40,7 | OO 
’ 23 | 4096—8192 
: 9 ’ 
5 |1000| 55,7 1,24—0,62 | 53 | toca—onas | 38 | 388 | OM 
99 9 = 
6 | 1000] 61,2 wm-ott.| >. ine | 1s) 
| 4650 | — 280,0 {158,56 | 


* Vor dem Homogenisieren und Alkalisieren eingesetzte Mucinmenge. 
** Der Hemmwert wurde mit der Mucinlésung bestimmt und aus dem NS-Gehalt der Lésung 
unter Zugrundelegung eines NS-Gehaltes von 10,2°, des Mucins auf das Trockengewicht des Mucins 
berechnet. 


Die durchschnittliche Ausbeute an enzymatisch abgespaltener NS betrug 56,6% 
der eingesetzten Menge. 

c) Versuch der enzymatischen Spaltung von Gangliosid: 300 mg 
Gangliosid mit einem NS-Gehalt von 13,2°%, entspr. 39,6 mg NS, wurden in 40 ccm 
aqua dest. unter Zugabe von 22 mg CaCl, und 1 mg Supracillin zu einer klaren 
Lésung gelést. Nach Zugabe von 2,2 com RDE-Lésung vom Titer 4096—8192 und 
24-stdg. Stehenlassen bei 37° fiigte man nochmals 2,2 com RDE-Lésung vom Titer 
1024-—2048, aus der 2. Adsorption des gleichen Enzymansatzes stammend, hinzu, 
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belie weitere 14 Stdn. bei 37° und filtrierte dann den Ansatz iiber ein Ultrafilter 
(Porenweite 5—10 my) unter 5 at Stickstoff. Im Ultrafiltrat konnten 3,66 mg NS, 
entspr. 9,2% der eingesetzten Menge, nachgewiesen werden. 

Kin zweiter Ansatz mit 300 mg des gleichen Gangliosid-Praparates mit dem 
gleichen NS-Gehalt wurde genauso behandelt, jedoch ohne Zusatz von RDE. Auch 
hier konnte Neuraminsaure im Ultrafiltrat nachgewiesen werden, und zwar fast 
die gleiche Menge, namlich 3,34 mg entspr. 8,45°, der eingesetzten Menge. 

Nach Entsalzung beider Ultrafiltrate konnte nach Gefriertrocknung in beiden 
Fallen eine aschefreie Substanz mit einem NS-Gehalt von 21,8% bzw. 21,3% er- 
halten werden. 

Ansatz mit RDE: 14,0 mg Subst. 3,06 mg NS = 21,8% der Trockensubstanz. 
Ansatz ohne RDE: 13,0 mg Subst. 2,77 mg NS = 21,3% der Trockensubstanz. 
Von beiden Trockensubstanzen wurden je 1,4 mg in 3 ccm n/10-NaOH gelést, was 
einer NS-Konzentration von etwa 10 mg% entsprach. Nach 15 Min. Erhitzen im 
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Abb. 2. UV-Absorptionsspektren nach Alkalibehandlung von 1. Gangliosid-Spal- 
tung mit RDE; 2. Gangliosid-Spaltungskontrolle ohne RDE; 3. Gangliosid, nicht 
bebriitet und nicht ultrafiltriert. (1-proz. Lésung, d = 1 cm) 


siedenden Wasserbad wurden beide Proben mit Salzsaure neutralisiert und ihre 
UV-Absorption gegen eine ebenfalls mit Salzsiure neutralisierte und vorher er- 
hitzte Natronlauge gemessen. 

In gleicher Weise wurde auch ein nicht bebriitetes und nicht ultrafiltriertes 
Gangliosid behandelt und ebenfalls die UV-Absorption gemessen (Abb. 2). Die 
aus den Ultrafiltraten der Ansatze 1 u. 2 (Abb. 2) erhaltenen Substanzen ergaben 
demnach das gleiche Absorptionsspektrum mit den fiir die Pyrrol-«-carbonsaure 
charakteristischen Absorptionsmaxima, woraus auf das Vorliegen ultrafiltrierbarer, 
neuraminsaurehaltiger Substanzen geschlossen werden konnte. Nicht behandeltes 
Gangliosid (Kurve 3) zeigte bei gleicher Behandlung nur ein schwach angedeutetes 
Absorptionsmaximum. 

Im Papierchromatogramm (Papier: Schleicher & Schiill 2043b; Butanol- 
Eisessig-Wasser 4:1:5, aufsteigend) ergaben die beiden aschefreien Substanzen 
der Ansitze 1 u.2, sowohl mit Bials Reagens* als auch mit Ninhydrin** eingefarbt, 
genau das gleiche Bild: 5 verschiedene Flecken mit BialsReagens (Ry-Werte zwi- 
schen 0,03 und 0,52), von denen die beiden mit den kleinsten Ry-Werten die 
Weitaus stiirksten waren. Mit Ninhydrin zeigten beide Ansitze 6 Flecken mit 
Rp-Werten zwischen 0,08 und 0,75, von denen die 3 langsamsten am starksten er- 
schienen. 

* Einsprithen des Papiers mit 1: 1-verd. Bialschem Reagens und 2 Stdn. Er- 
warmen auf 60° tiber halbkonz. Salzsaure. 

** Einspriihen des Papiers mit 0,1-proz. Lésung von Ninhydrin in wasser- 
gesitt. Butanol und 5 Min. Erhitzen auf 105°. 








76 H. Faillard, Bd. 307 (1957) 


Das Vergleichschromatogramm mit nicht behandeltem Gangliosid zeigte mit 
Bials Reagens einen diffusen Streifen Ry 0,1—0,52, dessen gréBte Intensitat etwa 
bei Ry 0,22 lag. Mit Ninhydrin zeigte es einen sehr schwachen langgestreckten I"leck 
(Ry 0,08—0,26). 

Nach diesen Ergebnissen kann mit Sicherheit gesagt werden, daB enzymatisch 
keine NS aus dem Gangliosid abgespalten wurde, da die ohne RDE-Zusatz aus. 
gefiihrte Kontrolle in der Menge der ultrafiltrierbaren Substanz, in den UV-Spek. 
tren nach Alkalibehandlung sowie den Chromatogrammen, das gleiche Ergebnis 
zeigte. Es mu8 demnach angenommen werden, daf die eingesetzte NS (etwa 9%), 
die im Ultrafiltrat nachweisbar war, beim 38-stdg. Bebriiten in waBr. Lésung infolge 
der sauren Eigenschaften des Gangliosids hydrolytisch abgespalten wurde und 
dann beim Erhitzen mit Alkali zu Pyrrol-«- carbonsaure cyclisierte. 


4. Kontrollen 


a) RDE: 2,2 com RDE-Lésung vom Titer 1024—2048, verd. mit 15 com 
aqua dest., wurden iiber ein Ultrafilter (Porenweite 5—10 my) unter 2 at Stick. 
stoff filtriert, das Ultrafiltrat gefriergetrocknet und die Halfte der Trockensubstanz 
zur Ausfiihrung der Bialschen Reaktion in 1 ccm aqua dest. aufgenommen. Die 
andere Halfte wurde entsalzt und papierchromatographisch untersucht. (Papier: 
Schleicher & Schill 2043b; Butanol-Hisessig-Wasser 4: 1: 5, aufsteigend.) 

b) Hitze-zerstértes RDE: 2,2 com RDE-Lésung vom Titer 1024—2048 
wurden 30 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt (deutliche Ausflockung erkenn. 
bar); dann wieder Ultrafiltration und weitere Priifung wie unter a) beschrieben, 


c) Harnmucin-Lésung: 100 mg Harnmucin (4,56°% NS; Hemmwert: 0,024 | 


bis 0,012 y/Aggl. D.), in 20 cem aqua dest. gelést, unter Zugabe von 22 mg Ca(l, 
und 1 mg Supracillin, und auf ein py von 6,5—7,0 eingestellt, wurden ohne Zugabe 
von RDE und ohne Bebriiten ultrafiltriert und untersucht (vgl. unter a). 

d) Bebriitete Harnmucin-Lésung: Ansatz wie bei c) wurde nach Zugabe 
von 1 cem Ather 38 Stdn. bei 37° belassen und dann wie unter a) aufgearbeitet. 

e) Bebriiteter Ansatz von Harnmucin-Lésung mit hitzezerstor- 
tem RDE: Zum Ansatz wie bei c) wurden 1 ccm Ather und 2,2 ccm einer durch 
¥-stdg. Erhitzen auf 100° zerstérten RDE-Liésung vom urspriinglichen Titer 
1024—2048 zugefiigt und 38 Stdn. bei 37° belassen. AnschlieBend Ultrafiltration 
und Untersuchung wie unter a). 

f) Bebriiteter Ansatz von Rinder-Submaxillarismucin-Lésung 
mit hitzezerstértem RDE: 150mg Rinder-Submaxillarismucin wurden in 


Tab. 3. Ergebnisse der Kontrollen. 














2Es " 2! 
eeeaitiieaiainn ein Menge RDE Titer bzw. E25 Bialsche gee ot 
bzw. Mucin Hemmtest S25 | Reakt. eesk 52: 
3 D 5 eakt. Nez 
a)| RDE .. 2,2 com 1024—2048 0,8mg} — — - 
b) hitzezerstértem RDE_ 2,2 ccm 1024—2048 24mg} — + 3 
c) | Harnmucin-Lésung . 100mg | 0,024—0,012y |6,5 mg} — ae 3 
d)| bebriiteter Harnmucin- 
Leg... ..... | 100mg | 0,024—0,012 y | 8,5 mg 
e) | bebriit. Ansatz v.Harn- 
muc.mit hitzezerstért. | 2,2 cem 1024—2048 94mg} — + 8 
RDE.. 100 mg | 0,01—0,005 y _ + | 8 
f) | hebriit. Ansatz. | v. ‘R.- 
Submax.-Mucin mit 2,2 com 2048—4096 92mg} — + 7 
hitzezerstért. RDE . 105 mg 1,32—0,66 » 
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30 cem aqua dest. durch Homogenisieren und Alkalisieren gelést. Die Losung ent- 
hielt 10,7 mg NS (ber. als Methylglykosid), was unter Zugrundelegung eines NS- 
Gehaltes des Mucins von 10,2%, einer Menge von 105 mg Mucin entsprach. Hemm- 
wert: 1,32—0,66 y Mucin pro Aggl. D. Zu dieser Mucinlésung (38 cem) wurden 
2,2 cem hitzezerstérter RDE-Lésung (Titer vor dem Erhitzen 2048—4096), 22 mg 
CaCl,, 1 mg Supracillin und 1 ccm Ather zugefiigt und 38 Stdn. bei 37° belassen. 
Ultrafiltration und Untersuchung wie unter a) . 

Die Ergebnisse der ausgefiihrten Kontrollen zeigt Tab. 3. 

Bei allen Kontrollversuchen war also im Ultrafiltrat keine NS nachzuweisen. 
Die Menge und Anzahl der verschiedenen, im Ultrafiltrat nachweisbaren Amino- 
siren wuchs beim Bebriiten der Mucinlésungen stark an, was in der Abspaltung 
von Aminoréuren aus dem Mucinmolekiil durch im Mucin vorhandene proteo- 
lytische Fermente erklart werden kann. 


5. Aufarbeitung der Spaltungsansitze 
a) Entsalzung der Ultrafiltrate: Die aus den einzelnen Spaltungsan- 
sitzen von menschlichem Harnmucin und Rinder-Submaxillarismucin gewonnenen 
Ultrafiltrate (jeweils 40—150 cem, py 6,3—7,3) wurden sofort nach beendeter 
Ultrafiltration von anorganischen Beimengungen befreit®*. Nach Gefriertrocknung 
konnte aus allen Ansatzen eine blaBgelbe, meist sirupése und stark hygroskopische 
Substanz erhalten werden, die aschefrei war. Menge und NS-Gehalt s. Tabb. 4 und 5. 


Tab. 4. NS-Gehalt in der aschefreien Substanz der Harnmucinspaltungen. 
































Ultrafiltrat Aschefreie Substanz 
Spaltung eee 
ONT. ‘ Menge NS : NS-Gehalt 
PH : Menge in mg 
in mg me 0” 
1—3 6,6—7,0 10,65 49,40 9,59 19,4 
4 6,6 9,4 65,6 8.5 12,9 
5 6,3 3:62 14,3 2,86 20,0 
6 6,7 8,5 32,6 7,48 22,9 
7 6,8 6,55 20,6 5,98 29,1 
8 6,7 3,28 11,3 2,9 25,7 
9 oh 6,4 10:2 4,47 6,4 
10 6,7 9,4 
1] 6,9 12,6 L752 26,8 15,3 
12 6,5 11,95 
13 6,3 12,58 
14 6.9 12,9 234,2 34,2 14,6 
15 P 13,9 
16 aso 9,03 45,6 8,53 8, 
17 6,5 28,3 106,0 22,1 20,7 
|  825,0 133,41 


Die Gesamtausbeute betrug bei den Harnmucinspaltungen 825 mg an asche- 
freier Substanz mit 133,41 mg NS (84°, der zur Entsalzung eingesetzten Menge; 
16,2°, der Trockensubstanz). 

Bei den Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen betrug die Gesamtausbeute 
486,8 mg an aschefreier Substanz mit 131,16 mg NS (82,8°, der zur Entsalzung 
eingesetzten Menge; 27°%, der Trockensubstanz). 

Im Chromatogramm (Papier: Schleicher & Schill 2043b; Butanol-Eis- 
essig-Wasser 4: 1:5, aufsteigend) ergaben alle aschefreien Substanzen der Harn- 
mucinspaltungen mit Bials Reagens einen stark gefarbten Fleck (Ry 0,16—0,17) 
die der Spaltungen 10—17 zeigten auBerdem 1—2 schwach bial- positive Flecke 
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Tab. 5. NS-Gehalt in der aschefreien Substanz der Rinder-Submaxillarism icin. |~ 
Spaltungen. | die a 
—— Enzy 
Ultrafiltrat Aschefreie Substanz Bials 
Spaltun aaa — £ sichtl 
PNT. . Menge NS | 4) NS-Gehalt den ¢ 
PH ; Menge in mg a Gehal 
in mg mg yA 
1 6,8 6,06 11,8 2,96 25,1 fe Ls 
2 6.3 22,3 54.9 16,75 30.5 > graph 
3 6,6 21,2 38,2 11,25 29,4 eed 
4 5.9 40,7 112,2 31,40 23,0 STE 
5 6,2 38,8 83,5 25,80 30,6 
6 6.0 29.5 186,2 43.0 23,1 produ 
da di 
486,8 131,16 chrom 
AuBer 
Ry 0,22 und 0,40—0,42. Alle Spaltungen ergaben 7—8 ninhydrin-positive Flecke, [> als dic 
deren Ry-Werte mit denen der bebriiteten Kontrollansitze weitgehend iibcrein. F- C 
stimmten. Die aschefreien Substanzen der Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen | den wt 
gaben mit Ninhydrin 7 Aminosiureflecke, ebenfalls iibereinstimmend mit der be. [— der R 
briiteten Kontrolle. Mit Bials Reagens aber zeigten sie 4—5 Flecken (Rp 0,13; |  phore: 
0,23; 0,44; 0,50; 0,56), von denen die beiden ersten die weitaus stirksten waren. | ’ 
Fleck Ry 0,56 war nicht bei allen Spaltungsansitzen feststellbar. 2316 v 
b) Praparativ-papierchromatographische Trennung: Zur weiteren |) Eisessi 
Anreicherung der NS wurden die aschefreien Spaltprodukte der Harnmucin- ~ I 
spaltungen zunichst papierchromatographisch aufgetrennt ®. Dabei wurden jeweils | Reage 
150 —250 mg mit etwa 30—40 mg NS auf einen Bogen Filtrierkarton (50 x 50 em; Auf gl 
waren 


Schleicher & Schill 2315) aufgetragen. Nach Anfirbung auf 2 abgeschnittenen 7 
Streifen gelang die Elution der NS-haltigen Substanz nicht gleich vollstindig, da 7 
die beiden, der Hauptzone benachbarten Papierstreifen meist auch noch eine |7 
kleinere Menge NS enthielten, die im wir. Eluat nachgewiesen wurde. Deshalb ~ 


nachg¢ 


Frakt. 




















trennte man diese Eluate nach Gefriertrocknung gemeinsam nochmals auf einem 4 Subma 
weiteren Bogen auf. schwiic 
Erster¢ 
Tab. 6. Ergebnis der papierchromatographischen Trennung der | Menger 
aschefreien Spaltprodukte der Harnmucin-Spaltungen. i — 
fe MaB a 
Eingesetzte | Eluierte NS-haltige } 
Tren- Aschefreie Subst. Ge Substanz NS- [9 Tab. 7. 
nung aus Spaltung samt- | yore Menve| NS-Gehalt Fraktion — 
Nr. Nr. Menge scale | 5) [Rana SS Nr. 
mg mg |inmg| mg VP > Tren- 
nung 
1 1 bis 9 264 | 41,78] 73,6 | 29,8 | 40,6 Nr. 
2 10, 11, 12 175,2| 26,8 | 27,5 | 10,9 | 39,6 
3 13, 14, 15 234,2| 34,2 | 46,7 | 14,1 | 30,2 === 
4 16 und 17 151,6| 30,63) 26,5 | 11,2 | 42,3 1 
Nachbarfraktionen 
5 der Hauptfraktion 236,4| 15,58] 28,0 9.15| 32,7 
aus Bogen 1—4 2 
Gesamtmenge aus Trennung 1—5 | 202,3 | 75,15 | 37,2 | 1 
Schneller wandernde 
NS-haltige Fraktion - 176,0 | 46,70 | 26,6 2 
aus Trennungen 2—4 3 90 
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AuBerdem konnten in den chromatographischen Trennungen Nr. 2, 3 und 4, 
die aus den Spaltungsansitzen mit gr6Beren Mucinmengen und stiirker wirksamen 
Enzympriaparaten stammten, noch 1 —2 Zonen schneller wandernder, ebenfalls mit 
Bials Reagens schwach firbbarer Substanzen festgestellt werden. Diese offen- 
sichtlich chromatographisch nicht einheitlichen Substanzen wurden getrennt von 
den einheitlichen Fraktionen mit Wasser eluiert. Nach Bestimmung ihres NS- 
Gehaltes wurden alle Eluate gefriergetrocknet. Ergebnis s. Tab. 6. 

Aus den zur Trennung eingesetzten 133,3 mg NS wurden also 121,8 mg 
(91,3°,,) wiedergewonnen, und zwar in 2 NS-haltigen Fraktionen, einer chromato- 
graphisch einheitlichen (202,3 mg Trockensubst. mit 75,15 mg = 37,2°, NS) und 
einer chromatographisch nicht einheitlichen Fraktion (176,0 mg Trockensubst. mit 
46,7 mg, 26,6% NS). 

Kine praiparativ-papierchromatographische Auftrennung der aschefreien Spalt- 
produkte der Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen wurde nicht durchgefiihrt, 
da die Substanzen mehrere bial-positive Flecke ergaben (vgl. oben), was eine 
chromatographische Abtrennung der Aminosiuren sehr erschwert haben wiirde. 
Auferdem wiesen die aschefreien Substanzen bereits einen héheren NS-Gehalt auf 
als die entsalzten Harnmucin-Spaltungen. 

c) Priparativ-papierelektrophoretische Trennungen: Bei den bei- 
den unter b) erhaltenen NS-haltigen Frakt. 1 und 2 und der aschefreien Substanz 
der Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen konnte die NS durch Papierelektro- 
phorese weitgehend von Aminosiuren befreit werden. 

Unter Verwendung von Chromatographiekarton Schleicher & Schiill 
2316 wurde die elektrophoretische Trennung in Essigsiure-Pyridinpuffer (100 ccm 
Kisessig + 30 ccm Pyridin in 5 / carbonatfreiem aqua dest., py 3,9) ausgefiihrt % ®, 

Die Elektrophorese der NS-Frakt. 1 ergab im Kontrollstreifen eine mit Bials 
Reagens anfirbbare, verhiltnismaBig schmale, stark anodisch wandernde Zone. 
Auf gleicher Héhe lagen keine ninhydrin-positiven Substanzen. Die Aminosiiuren 
waren weit schwiacher anodisch gewandert. In diesen Frakt. konnte nur wenig NS 
nachgewiesen werden. 

Die Elektrophorese der papierchromatographisch nicht einheitlichen NS- 
Frakt. 2 der Harnmucin-Spaltungen und der aschefreien Substanz der Rinder- 
Submaxillarismucin-Spaltungen ergab eine stark anodisch wandernde neben 1 —2 
schwicher anodisch wandernden Zonen, die mit Bials Reagens anfairbbar waren. 
Erstere war frei von Aminosiiuren, wihrend in den beiden anderen noch kleine 
Mengen Aminosiiuren nachweisbar waren. Bei den mit dem Submaxillarismucin- 
Spaltprodukt ausgefiihrten Elektrophoresen waren die Aminosiuren in geringem 
Ma8 anodisch, vor allem aber kathodisch gewandert. 


Tab. 7. Ergebnis der elektrophoretischen Trennung der Harnmucin-Spaltprodukte. 











Einge- Stark anodisch Schwach anodisch 
Tren- . A setzte || Wandernde Fraktion |} wandernde Fraktion 
idee Vorgereinigte Menge - - 
ie Fraktion NS Menge} NS-Gehalt || Menge} NS-Gehalt 
Nr. i 1 
mg mg mg a A mg mg % 
1 Chromatographisch 
einheitliche 
NS-Fraktion Nr. 1} 75,15}} 82,9 | 51,78 | 62,4 |} 63,2 | 3,22] 5,1 
2 Chromatographisch 
nicht einheitliche 
NS-Fraktion Nr. 2} 46,70|| 46,9 | 28,4 | 60,5 |} 28,4 | 12,23 | 43,1 





























| 121,85|| 


80,18 | | 15,45 | 


° W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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Tab. 8. Ergebnis der elektrophoretischen Trennung der 
Rinder-Submaxillarismucin-Spaltprodukte. 














Einge- Stark anodisch Schwach anodisch 

setzte || wandernde Fraktion || wandernde Fraktion 
Menge n —— 

NS Menge NS-Gehalt ; Menge NS-Geha It 
in eens In ee 

mg mg mg | % mg mg 70 

Aschefreie Substanz der 

Spaltungen 1—6. . . . | 131,16)/ 158,3 | 91,55 | 57,8 |} 138,0] 28,9 | 20,9 


























65,8°,, (Harnmucin-Spaltungen) bzw. 69,8°,, (Rinder-Submaxillarismucin-S pal- 
tungen) der eingesetzten NS konnten also aus den stark anodisch wandernden 
Frakt. gewonnen werden. 

Nach Elution der anfirbbaren Zonen mit Wasser und Bestimmung des NS. 
Gehaltes wurden die Eluate gefriergetrocknet. Ergebnisse s. Tabb. 7 und 8. 


6. Kristallisation der NS-haltigen Spaltprodukte 

a) aus den Harnmucin-Spaltungen: Die beiden stark anodisch wan. 
dernden Frakt. der elektrophoretischen Trennungen | und 2 wurden getrennt zur 
Kristallisation gebracht, da die in Trennung 2 eingesetzte Substanz sich vor der 
Elektrophorese in ihrem papierchromatographischen Verhalten als uneinheitlich 
erwiesen hatte. 

Zur Kristallisation wurde jeweils die durch Gefriertrocknung der Elektro- 
phoresestreifen-Eluate gewonnene Trockensubstanz in 1—2 ccm absol. Eisessig 
aufgenommen und nach Erwirmen auf 70° tropfenweise 0,2—0,4 com Wasser bis 
zur Lésung zugefiigt. Nach Filtration wurde die gelbliche Lésung bei 12° belassen. 
Nach 24 Stdn. war beginnende Kristallisation festzustellen. Nach 3—4 Tagen 
wurde abgesaugt und nochmals aus Eisessig-Wasser umkristallisiert (vgl. Abb. 3). 


Abb. 3. N-Acetyl-neuramin- 

siure, enzymatisch durch RDE 

aus menschlichem Harnmucin 

abgespalten, 150-fache Vergré- 
Berung. 





Die in den elektrophoretisch schwach anodisch wandernden Frakt. enthaltene 
NS konnte weder aus Eisessig-Wasser noch aus Methanol-Ather-Petrolither zur 
Kristallisation gebracht werden. Diese Lésungen waren stark rétlich gefirbt. 

Von der Trockensubstanz wurde das UV-Spektrum aufgenommen und die 
spezif. H-Werte auf NS berechnet (Abb. 4). 
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Tab. 9. Ausbeuten an kristallisierter Substanz aus den elektrophoretisch stark 
anodisch wandernden Fraktionen der Harnmucin-Spaltungen. 




















Substanz aus Ein cri isierte 
ct FR . dingesetzte Kristallisierte 
Krist. Fraktion elektrophoret. Menge NS Substanz 
Trennung 
Nr. Nr. mg mg 
] 1 51,78 43,8 
2 2 28,40 22,3 
Gesamtmenge krista!lisierter Substanz: 66,1 


Aus den insgesamt enzymatisch aus Harnmucin abgespaltenen 158,9 mg NS konn- 
ten also 66,1 mg (41,6 °.,) kristallisiert isoliert werden. 
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mT Abb. 4. UV-Spektrum der nichtkristalli- 
40 sierenden NS-haltigen Fraktion aus Harn- 
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Die UV-Absorptionskurve zeigt ein deutliches Maximum bei 262—264 my [E ve 
- 67; das laBt darauf schlieBen, daB ein gréBerer Teil der Substanz zu Pyrrol-x- 
carbonsiiure cyclisiert ist (vgl. Abb. 2). 


b) aus den Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen: Die Substanz 
aus den elektrophoretisch stark anodisch wandernden Frakt. der Rinder-Submaxil- 
larismucin-Spaltungen kristallisierte aus Eisessig-Wasser in gleicher Form (vgl. 
Abb. 3). Eine kleine Menge gleicher Kristalle konnte so auch aus der elektrophore- 
tisch schwach anodisch wandernden Fraktion erhalten werden. Ausbeuten s. 
Tab. 10. 


Tab. 10. Ausbeuten an kristallisierter Substanz aus den elektrophoretisch gereinigten 
Fraktionen der Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen. 




















Krist. Frakti . Eingesetzte Kristallisierte 
‘icici Substanz aus Menge NS Substanz 
elektrophoretisch 
NG: mg mg 
Stark anodisch , ; 
l wandernder Fraktion 91,56 sid 
2 Schwach anodisch 28,9 12,7 
wandernder Fraktion 
Gesamtmenge kristallisierter Substanz: 74,1 


Von den 158,5 mg insgesamt enzymatisch aus Rinder-Submaxillarismucin ab- 
gespaltener NS konnten also 74,1 mg (46,7%) kristallisiert isoliert werden. 
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Von der intensiv rotbraun gefirbten Mutterlauge der elektrophoret isch 
schwach anodisch wandernden Fraktion wurde, wie bei 6a beschrieben, das JY. 
Spektrum gemessen, das dem in Abb. 4 dargestellten sehr ahnlich ist. Amax 262 ny; 

1% 


[EZ]; 2, = 82. Auch in dieser Fraktion ist also ein gré8erer Teil der Subs anz 
bereits zu Pyrrolcarbonsiure cyclisiert. 


7. Charakterisierung der krist. Substanz als N-Acetyl-neuraniin. 
siure 

a) Chemische Analysen: Zur Analyse wurden die krist. Substanzen bei 
60° i. Hochvak. itiber P,O, und KOH getrocknet. 

«) Kristallisierte Substanz aus den Harnmucin-Spaltungen: 
Krist.-Fraktion 1: 4,155 mg: 6,435 mg CO,; 2,280 mg H,O; 0,020 mg Rekst.; 
6,582 (1,280) mg: 2,01 (0,38) cem n/100-HCl, entspr. 0,2815 (0,0532) mg N (Ge. 
samt-N nach Kjeldahl) ; 6,521 mg: 0,397 ccm n/20-NaOH, entspr. 0,855 mg CH,C0 
(Acetylbestimmung nach Freudenberg in der von Bredereck®* modifizierten 
Form). 

Gef.: C 42,46 H 6,17 N 4,27 (4,16) CH,CO 13,11 

Spezif. Drehung: « = — 1,014°, [x]? 31,74° (c = 3,195 in Wasser). 

Ab 169—170° Braunfirbung, Schmp. 183—186° (Zers.). 

Trommersche Probe: 1 mg Substanz + 0,5 cem 2-n. NaOH + 1 Tropfen verd. 
Kupfersulfatlésung erhitzt, ergab roten Niederschlag von CuO. 

Ninhydrin-Reaktion: Nach Neutralisation negativ. 

Krist,-Fraktion 2: 1,822 mg: 2,835 mg CO,; 1,020 mg H,O; 4,577 (2,938) 
(2,930) mg: 1,390 (0,875) (0,855) ecm n/100-HCI, entspr. 0,1946 (0,1226) (0,1198) mg 
N (Gesamt-N nach Kjeldahl). 

Gef. C 42,46 H6,27  N 4,27 (4,18) (4,08) 


Tab. 11. Analysenergebnisse der kristallisierten Substanz der Harnmucin-Spaltungen. 





























_ . Trommer.|\ 
sos rakt. cy% | H% N% CH,CO % [a]>, Schmp. sche 
oe Probe 
1 42,46 | 6,17 4,27 (4,16) 13,11 —31,74° |183—186°| stark pos. 1 
(unt.Zers.) 
2 42,46 | 6,27 | 4,27 (4,18) (4,08) 
Ber. fiir 7 
; , | 42,48 | 6,23 4,13 12,70 
C12H2,049N ‘ 




















£) Kristallisierte Substanz aus den Rinder-Submaxillarismucin- 
Spaltungen 
Krist.-Fraktion 1: 4,574mg: 7,040 mg CO, ; 2,550 mg H,O; 0,018 mg Rekst.; 
3,387 (3,297) mg: 0,968 (0,955) cem n/100-HCl, entspr. 0,1355 (0,1336) mg N 
(Gesamt-N nach Kjeldahl); 7,263 mg: 0,407 ccm n/20-NaOH, entspr. 0,873 mg 
CH,CO (Acetylbestimmung nach Bredereck®’). 
Gef.: C 42,17 H 6,26 N 4,01 (4,06) CH,CO 12,02 
Spezif. Drehung: « = — 1,103°, [«]3} = — 32,63° (c = 3,380 in Wasser). 
Schmp. 182—185° (Zers.). 
Trommersche Probe: 1 mg, ausgefiihrt wie oben, roter Niederschlag von CuO. 
Ninhydrinreaktion: Nach Neutralisation negativ. 
Krist.-Fraktion 2: 5,030 mg: 7,800 mg CO,; 2,740 mg H,O; 3,468 mg: 
1,03 cem n/100-HCI, entspr. 0,1442 mg N (Gesamt-N nach Kjeldahl). 
os Gef.: C 42,32 H 6,10 N 4,16 
*! H. Bredereck, Angew. Chem. 45, 241 [1932]. 
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“Tab, 12. Analysenergebnisse der kristallisierten Substanz der Rinder-Submaxillarismucin- 








Spaltungen. 
: Trommer-| Ninhy- 
t.-Frakt . Cc of H of N of CH,CO % [x]? Schmp. sche 
Nr. 20 
} Probe 
































b) Papierchromatographische Analysen: Im Papierchromatogramm 
(Papier: Schleicher & Schill, 2043b, Lésungsmittel: Butanol-Eisessig-Wasser 
4:1: 5, Laufzeit 14 Stdn., aufsteigend bei 25°, Einspriihen mit 1:1 verd. Bialschem 
Reagens, 2 Stdn. bei 60° iiber halbkonz. HCl) verhielten sich sowohl die kristal- 
lisierten Substanzen der Harnmucin-Spaltungen als auch die der Rinder-Sub- 
maxillarismucin-Spaltungen gleich. Ry-Werte:0,13—0,15. Je mehrSubstanz jedoch 
aufgetragen wurde, um so deutlicher zeigte sich spurenweise eine Substanz mit 
wechselndem Ry. Diese Erscheinung konnte in mehreren Fallen, sowohl bei aus 
Harnmucin als auch bei aus Rinder-Submaxillarismucin enzymatisch abgespal- 
tener N-Acetyl-neuraminsiure beobachtet werden. Ob es sich hierbei um reine 
Konzentrationserscheinungen oder etwa Umlagerungen der Substanz bei der Chro- 
matographie in essigsaurem Milieu handelt, kann noch nicht gesagt werden. 
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Abb. 5. TR-Spektren der enzymatisch aus 1 Harnmucin, 2 Rinder-Submaxillaris- 

mucin (Kristallisationsfrakt. 1), 3 Rinder-Submaxillarismucin (Krist.-Frakt. 2) 

und 4 hydrolytisch aus Rinder-Submaxillarismucin abgespaltenen N-Acetyl - 
neuraminsaure. 
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Die friiher® nach Alkalibehandlung der N-Acetyl-neuraminsiure angege’ ene 

YU ° yy BYa . . Pm ° 
UV-Absorption von [E]} 2, 236 konnte in dieser Héhe nicht mehr gefurden 
werden. Die in letzter Zeit mit reinen Substanzen ausgefiihrten Messungen erg: ben 
nach Behandlung mit n/10-NaOH sehr unterschiedliche spez. H-Werte, die durch. 


schnittlich bei etwa [E}% = 160 lagen. 





Abb. 6. Debye-Scherrer Aufnahmen der J enzymatisch aus Harnmucin, 2 enzy- 
matisch aus Rinder-Submaxillarismucin und 3 hydrolytisch aus Rinder-Sub- 
maxillarismucin abgespaltenen N-Acetyl-neuraminsiure. 


c) IR- und Réntgen-spektrographische Analysen: Von den kri- 
stallisierten Substanzen (Frakt. 1 der Harnmucin-Spaltungen, Frakt. 1 und 2 der 
Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen aus der elektrophoretisch schwach ano- 
disch wandernden Frakt.) wurden IR-Spektren* aufgenommen. Alle 3 Frakt. waren 
spektroskopisch mit einem Vergleichspriiparat von N-Acetyl-NS im wesentlichen 


* Herrn Dr. Heimbach, Organisch-Chemisches Institut der Universitit 
K6ln, danke ich fiir die Aufnahme der IR-Spektren. 
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identisch. Zwischen 8—8,4 uw treten geringfiigige Unterschiede auf, deren Ursache 
moglicherweise darin liegen kénnte, daf z. B. die aus Harnmucin enzymatisch ab- 
gespaltene N-Acetyl-NS entsprechend den Analysenergebnissen noch etwas reiner 
ist “ die aus Rinder-Submaxillarismucin abgespaltene Substanz. 

=O Valenzschwingungen der Carboxylgruppe: 5,8 «4; Amid-I-Banden: 
6,02 pa ‘Anil. II-Banden: 6,47 uw. Die Banden zwischen 3,5—4 w sind den assoz. 
Carboxylgruppen zuzuordnen (vgl. Abb. 5). 

Weiterhin wurden von den Kristallisationsfrakt. 1 der enzymatischen Harn- 
mucin- und Rinder-Submaxillarismucin-Spaltungen Réntgenspektren* aufgenom- 
men (Abb. 6). Die Debye-Scherrer-Aufnahmen ergaben weitgehende Ubereinstim- 
mung mit der aus Rinder-Submaxillarismucin abgespaltenen N-Acetyl-NS. Bei 
gleic +hbleibender serienmaBiger Verteilung der Beugungslinien weisen die a ausgemes- 
senen Linienabstiinde im Réntgenspektrum der enzymatisch aus Harnmucin ab- 
gespaltenen N-Acetyl-NS bei einigen Linien geringe Unterschiede gegeniiber der 
enzymatisch und hydrolytisch aus Rinder-Submaxillarismucin abgespaltenen 
N-Acetyl-NS auf, wobei die Réntgenspektren der beiden letztgenannten Sub- 
stanzen untereinander vollig identisch sind. 


Auch hier mag die méglicherweise gréBere Reinheit der enzymatisch aus 
menschlichem Harnmucin abgespaltenen N-Acetyl-NS wieder der Grund fiir diese 
geringe Abweichung der Réntgenspektren sein. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Aus menschlichem Harnmucin und Rinder-Submaxillarismucin, die 
als Inhibitoren bei der Influenzavirus-Haimagglutination wirksam sind, 
konnte durch Einwirkung von ,,Receptor-Destroying-Enzyme‘ aus 
Vibrio cholerae eine ultrafiltrierbare Substanz abgespalten werden, die 
nach Entsalzung sowie papierchromatographischer und papierelektro- 
phoretischer Abtrennung von begleitenden Aminosauren kristallisiert 
erhalten werden konnte. Sie erwies sich entsprechend den chemischen 
Analysen und den IR- und Roéntgen-Spektren als N-Acetyl-neura- 
minsaure. 

Aus beiden Mucinen konnten so in zahlreichen Spaltungsansitzen 
55—60% der urspriinglich vorhandenen Neuraminséiure enzymatisch 
abgespalten werden. Von der abgespaltenen Neuraminsaéure wurden 
40—45% als N-Acetyl-neuraminsaure isoliert. 

In den Ultrafiltraten aller mit den Mucinen und dem RDE aus- 
gefiihrten Kontrollen war keine Neuraminsiure nachzuweisen. Es kann 
somit als sicher gelten, da die N-Acetyl-neuraminsiure enzymatisch 
abgespalten wurde und einen biologisch aktiven Receptor fiir das RDE 
darstellt. 

Aus Gangliosid, einem Glykolipoid mit hohem Neuraminsiure- 
Gehalt konnte durch Einwirkung von RDE aus V. cholerae keine Neura- 
minsiure abgespalten werden, woraus geschlossen werden muB, daB die 
Neuraminsiiure im Gangliosid in einer nicht enzymatisch spaltbaren 
Bindung vorliegt. 


* Herrn Dr. We ber, Anorganisch-Chemisches Institut der Universitat K6ln, 
danke ich fiir die Anfertigung der Debye-Scherrer-Aufnahmen. 
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Summary 


An ultrafiltrable substance has been cleaved from the mucin of 
human urine and bovine submaxillary gland by the action of receptor 
destroying enzyme from V. cholerae. The two mucins inhibit haemag- 
glutination by the influenza virus. The substance was obtained in crys. 
talline form by desalting and paper chromatographic and paper electro. 
phoretic separation from the amino acids present. Chemical analysis and 
determination of the infra-red and X-ray spectra showed that the sub- 
stance is N-acetylneuraminic acid. 

A series of experiments were carried out with both mucins and it 
was found that 55—60 per cent of the neuraminic acid originally present 
was cleaved enzymatically. Of the neuraminic acid cleaved 40—45 per 
cent was isolated in the form of N-acetylneuraminic acid. Neuraminic 
acid could not be detected in any of the ultrafiltrates obtained in control 
experiments with the mucins and the receptor destroying enzyme indicat- 
ing that the N-acetylneuraminic acid had been cleaved enzymatically 
and is a biologically active receptor for the receptor destroying enzyme. 

Neuraminic acid was not cleaved from ganglioside, a glycolipoid 
of high neuraminic acid content, by the action of receptor destroying 
enzyme from V. cholerae from which it is concluded that the neuraminic 
acid in ganglioside is linked in a form which cannot be cleaved enzy- 
matically, 
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Eine quantitative Bestimmung von Kohlenhydraten 
als Osazone 


Anwendung der Methode auf Kollagen und Prekollagen 
Von 
Wolfgang Gra8mann, Helmut Hérmann und Reimar Hafter 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Oktober 1956) 


Die Frage der Bestimmung von proteingebundenem Kohlenhydrat 
ist trotz ihrer immer steigenden Bedeutung noch sehr unbefriedigend 
gelést. Die iiblichen Methoden erfordern entweder eine vorhergehende 
Hydrolyse, um die Zucker in Freiheit zu setzen, oder sie arbeiten unter 
sehr drastischen, meist sauren Bedingungen, beides Vorginge, die zu 
unkontrollierbaren Nebenreaktionen mit dem EiweiB und damit zu 
Zuckerverlusten fiihren kénnen. Besonders im Falle geringer Kohlen- 
hydratmengen neben viel EiweiB sind die Schwierigkeiten sehr bedeutend. 

Als verhaltnismaBig milde und besonders spezifische Reaktion von 
Kohlenhydraten haben wir die Osazonbildung naher auf ihre Brauch- 
barkeit zur quantitativen Zuckerbestimmung geprift. Wir legten dabei 
besonderen Wert auf eine kolorimetrische Bestimmung des gebildeten 
Osazons, um die Methode leicht ausfiihrbar und auch fiir geringe Sub- 
stanzmengen geeignet zu machen. Uber einen Spezialfall dieser Be- 
stimmungsmethode, naimlich die des Blutzuckers, haben inzwischen 
Wahba, Hanna und El1-Sadr! berichtet und gute Resultate mit - 
geteilt. Wir sehen uns daher veranlaBt, auch unsere Ergebnisse auf 
diesem Gebiet bekannt zu geben. 

Die Osazonbildung wurde erstmals von E. Fischer? entdeckt und aufyeklart. 
In der Folgezeit berichteten dann Knecht und Hibbert’, sie hatten bei groBem 
PhenylhydraziniiberschuB quantitative Umsetzungen erzielt, doch haben Unter- 
suchungen von Maquenne? bald gezeigt, daB die Geschwindigkeit der Reaktion 
bei den einzelnen Zuckerderivaten verschieden ist, und daB entsprechend unter- 
schiedliche Ausbeuten erhalten werden. Garard und Sherman® konnten Glu- 
cose unter schonendsten Bedingungen nur zu 81°, umsetzen, im allgemeinen 
liegen die Ausbeuten aber um 50°%. Dagegen geht Fructose ohne besondere 
Schwierigkeiten in nahezu quantitativer Ausbeute in Glucosazon tiber®. Die Reak- 
tionsgeschwindigkeiten von Glucose und Fructose verhalten sich nach den An- 
gaben von Ashmore und Renold® wie 1:2.6 und bleiben auch in Gemischen 
dieser beiden Monosaccharide konstant. Die verschiedenen Verbindungen beein- 
flussen sich also in ihrer Reaktionsfahigkeit nicht. 


1 N. Wahba, S. Hanna u. M. M. El-Sadr, Analyst 81, 430 [1956]. 

* E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 579 [1884]. 

’ E. Knecht u. E. Hibbert, J. chem. Soc. [London] 125, 2009 [1924]. 
4M. Maquenne, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 112, 799 [1891]. 

° D. D. Garard u. H.C. Sherman, J. Amer. chem. Soc. 40, 955 [1918]. 
6 J. Ashmore u. A. E. Renold, J. Amer. chem. Soc. 76, 6189 [1954]. 
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Fiir die Umsetzung zu Osazonen arbeitet man am besten in einer 
wiBrigen Lésung von po 4—6 mit einem gréBeren UberschuB von 
Phenylhydrazin. Bei stirker sauren Bedingungen, besonders bei Ab. 
wesenheit von Luft oder auch mit der freien Base bildet sich nur das 
Phenylhydrazon’. Die Gegenwart von NaHSO, in der Reaktionslésung 
verhindert die Bildung farbiger Nebenprodukte®. 

Trotz der nicht vollstaéndigen Umsetzung versuchten wir, die Osa. 
zonbildung zu einer quantitativen Bestimmung auszubauen. Voraus. 
setzung ist dabei, daB die Reaktion immer wieder zu einem reprodu. 
zierbaren Endwert fiihrt, der fiir die Messung als Basis dienen kann. 

Die kolorimetrische Messung der gebildeten Osazone bietet keine 
Schwierigkeiten. Das Spektrum (Abb. 1) verschiedener Osazone zeigt 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum von Glucosazon in Essigester. ¢c = 20 y/cem 


Maxima bei 256, 308 —314 und 395—399 my®, von denen sich das letzte 
zur Messung eignet. Phenylhydrazin und andere bei der Reaktion ent- 
stehende Nebenprodukte absorbieren alle wesentlich weiter im UV und 
stéren bei nicht allzu hoher Konzentration die Messung in diesem Be- 
reich nur sehr geringfiigig (Abb. 2). Auch die Absorption von Eiweib- 
stoffen ist in dem zu messenden Bereich zu vernachlassigen. Man kann 
das Osazon auch mit Essigester ausschiitteln und dann erst kolorime- 
trieren. Dieses Verfahren hat Bedeutung, wenn die zu messende waBrige 
Osazonlésung durch andere farbige Substanzen, Triibungen usw. direkt 
nicht bestimmbar ist. 

Zur Ermittlung der giinstigsten Reaktionsbedingungen haben wir 
zuerst Glucose mit steigenden Mengen Phenylhydrazin erhitzt (Abb. 3) 
und eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit bis zu einem nahezu 
konstanten Endwert mit der Phenylhydrazinkonzentration festgestellt. 


7 A. Orning u. G. H. Stempel jr., J. org. Chemistry 4, 410 [1939]; G. H. 
Stempel jr., J. Amer. chem. Soc. 56, 1351 [1934]; J. Kenner u. E. C. Knight, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 341 [1936]. 

8 R. H. Hamilton jr., J. Amer. chem. Soc. 56, 487 [1934]. 

9 L. L. Engel, J. Amer. chem. Soc. 57, 2419 [1935]; V.C. Barry, J. E. 
Cormick u. P. W. D. Mitchell, J. chem. Soc. [London] 1955, 222. 
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Abb. 2. Absorptionsspektren verschiedener Reaktionslésungen 


nach der Umsetzung mit Phenylhydrazin. 
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I 100 y Glucose; II 8 mg hydrolysiertes Kalber-Prokollagen; III 10 mg Kalber- 


Prokollagen; IV waBrige Phenylhydrazinlésung. 


Tab. 1. Umsetzung von 50, 100 und 150 y Glucose mit je 10 mg Phenylhydrazin. 
Reaktionsdauer 2 Stdn., Reaktionsvolumen 5 ccm. Vor der Messung wurde die 


Loésung auf 10 ccm aufgefiillt. 





Extinktionen der waBrigen Lésung bei 405 my. 











Vers. Nr. 50 y Glucose | 1007 Glucose 150 y Glucose 
1 0,24 0,25 0,24 0,47 0,47 0,48 0,75 0,70 0,74 
2 0,27 0,25 0,26 0,47 0,47 0,50 0,67 0,74 0,70 
3 0,24 0,24 0,25 0,48 0,51 0,49 0,76 0,73 0,70 
4 0,24 0,25 0,26 0,47 0,47 0,46 0,75 0,71 0,71 
Mittelwert 2 0,249 0,477 0,721 
mittlerer Fehler . 0,010 0,014 0,026 








Extinktionen der mit Essigester ausgeschiittelten Osazone bei 
405 my (Lésung 10 cem). 








1 0,24 0,24 0,26 0,46 0,47 0,48 0,74 0,69 0,73 
2 0,25 0,23 0,25 0,46 0,46 0,49 0,71 0,71 0,75 
3 0,24 0,25 0,24 0,49 0,45 0,50 0,74 0,70 0,75 
4 0,23 0,25 0,24 0,47 0,48 0,46 0,70 0,72 0,72 
Mittelwert . . . 0,243 0,472 0,722 
mittlerer Fehler . 0,010 0,015 0,030 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Extinktion (405 mu) von Reaktionslésungen nach Umsetzung von 2007 
Glucose (1,1 ~Mol) mit verschiedenen Phenylhydrazinmengen. 
Reaktionszeit: I 30 Min., II 80 Min. 

Abb. 4. Osazonbildung in Abhangigkeit von der Reaktionszeit. Hexosen 0,55 Mol, 
10 mg Phenylhydrazin. I Glucose, Ii Galaktose, III Mannose, IV Glucosamir. 
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Um gute Ausbeuten zu erhalten, ist ein gréBerer Phenylhydrazin- 
iiberschuB notwendig. Andererseits ist dabei jedoch die Genauigkeit der 
kolorimetrischen Messung stirker eingeschrankt, da die Mengen an 
Begleitsubstanzen zunehmen und eine Autoxydation des Phenylhydra- 
zins eine Gelbfarbung hervorrufen kann. 

In weiteren Versuchen wurde dann die Zeitabhangigkeit der Um- 
setzung verschiedener Monosaccharide mit konstanter Phenylhydrazin- 
menge aufgenommen. Das Kurvenbild in Abb. 4 zeigt, daB mit zu. 
nehmender Reaktionszeit die Ausbeute zuerst ansteigt, dann aber einen 
Endwert erreicht (vgl. dazu auch *). Dieser entspricht zwar keiner voll- 
stiindigen Umsetzung und ist fiir jeden Zucker verschieden, er bleibt 
jedoch in mehreren Bestimmungen immer wieder konstant und ist pro- 
portional der eingesetzten Zuckermenge (Tab. 1). Auf Grund dessen ist 
er zur quantitativen Bestimmung von Zuckern geeignet, sofern es sich 
nicht um Gemische handelt, deren Komponenten eine sehr unterschied- 
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liche Reaktionsgeschwindigkeit aufweisen. Einzig Glucosamin fihrt in 
den untersuchten Zeiten noch zu keinem konstanten Endwert. 

In dem Bestreben, mittels dieser Reaktion auch zu Aussagen iiber 
die Bindungsweise von Kohlenhydraten, insbesondere in Glykoproteiden, 
zu gelangen, haben wir weiterhin die Osazonbildung mehrerer Zucker- 
derivate untersucht. Neben O-Glykosiden waren uns hier vor allem 
N-Glykoside primarer und sekundirer Amine interessant. Nach neueren 
Arbeiten von Borsook und Mitarbb.!° kommen aber auch N-substi- 
tuierte Isoglykoside (1-Amino-1-desoxy-fructose-Derivate) als mégliche 
Bindungsformen an EiweiB in Betracht, weshalb wir auch Vertreter 
dieser Stoffklasse in unsere Untersuchungen einbezogen haben. Solche 
Gruppierungen bilden sich bei der Amadori-Umlagerung von N-Glyko- 
siden!. Sie lassen sich nicht mehr hydrolytisch spalten und miissen 
daher nach Spezialmethoden direkt am Eiwei8k6rper bestimmt werden!°. 

Als Vertreter eines O-Glykosids haben wir Methylglucosid der Re- 
aktion unterworfen und erwartungsgemaB keine Reaktion gefunden. 

Als N-Glykosid eines primaéren Amins stand uns N-Glucosyl- 
glycinester zur Verfiigung. Diese Verbindung, die ebenso wie alle anderen 
N-Glucoside von «-Aminosauren leicht in die beiden Komponenten zer- 
fillt!*, liefert bei der Umsetzung mit Phenylhydrazin Glucosazon mit 
einer Geschwindigkeit, die der von Glucose vollkommen identisch ist. 
Auch N-Glucosyl-piperidin, das Glykosid eines sekundiren Amins, 
bildet Glucosazon mit gleicher Geschwindigkeit wie Glucose (Abb. 5). 

Im Gegensatz dazu unterscheiden sich Anisyl-isoglucosamin und 
Piperidin-isoglucosamin in ihrer Reaktionsgeschwindigkeit betrachtlich. 
Die als Aminoanaloges der Fructose aufzufassende Anisylverbindung, 
von der bereits aus einer Arbeit von Weygand?* bekannt war, daB sie 
einer Osazonbildung fahig ist, gab bereits in sehr kurzer Zeit eine Gelb- 
farbung entspr. einer 60-proz. Umsetzung, die bei lingerem Erhitzen 
wieder etwas abnimmt (Abb. 5). Piperidin-isoglucosamin, bei dem die 
Analogie zur Fructose wegen der vollkommenen Substitution des 
Aminostickstoffs nicht mehr so klar ist, bildet wesentlich langsamer 
und in geringerer Ausbeute ein Osazon, doch erreicht die Firbung auch 
hier einen definierten Endpunkt, der eine quantitative Bestimmung 
dieser Stoffklasse erlaubt (Abb. 5). 

Die beschriebene Methode gestattet es also, Kohlenhydrate als 
Qsazone kolorimetrisch zu bestimmen. Dabei werden Zucker erfaBt, 
bei denen die reduzierende Gruppe entweder frei oder N-glykosidisch 


10 H. Borsook, A. Abrams u. P.H. Lowy, J. biol. Chemistry 215, 111 
ond A. Abrams, P. H. Lowy u. H. Borsook, J. Amer. chem. Soc. 77, 4794 
1955]. 

11 M. Amadori, Atti Reale Acad. Lincei, Rend. [6] 2, 337 [1925]; 9, 68, 226 
[1929]; 18, 72, 195 [1931]. 

2 K. Maurer, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 827 [1926]; H. v. Euler u. K. 
Zeile, Liebigs Ann. Chem. 487, 163 [1931]; F. Micheel u. A. Klemer, Chem. 
Ber. 84, 212 [1951]; 85, 1083 [1952]; 89, 1238 [1956]. 

8 F. Weygand, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 1284 [1940]. 
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gebunden ist. Es spielt dabei 
keine Rolle, ob bei der N-gly. 
kosidischen Bindung noch ein 
Wasserstoff am _  Stickstoff 
bleibt, so daB sich eine tau- 
tomere Aldiminform ausbilden 
kann, oder ob es sich um ein 
N-Glykosid sekundarer Amine 
handelt. Dagegen bleiben 0. 
glykosidische Bindungen un. 
angetastet. Die Methode bie. 
tet weiterhin einen Weg zur 
Bestimmung _ isoglykosidisch 
gebundener Zucker, die nach 
den meisten anderen Metho. 
den nicht erfaBt werden. 
Die Tatsache, daB auch NX. 
Glykoside sekundarer Amine Osa- 
zone bilden kénnen, ist nicht ohne 
weiteres einzusehen, denn fiir die 
Anlagerung des ersten Phenyl- 
hydrazinmolekiils sollte sich eine 
, 7 | offene Aldiminstruktur ausbilden 
60 100 140) kénnen!*:4, In Ubereinstimmung 
a mit dieser Vorstellung geben auch 
O-Glykoside keine Osazonreaktion. 
Moglicherweise werden die in 
dieser Arbeit untersuchten N-Gly- 
koside durch das schwach saure 
Reaktionsmedium erst hydroly- 
siert und die freien Zucker bilden 
dann Osazone. 
Auf noch gréBere Schwierigkeiten sté8t man beim Versuch, die Osazon- 
bildung N-disubstituierter Isoglucoside zu erkliren, bei denen eine tertiare Amino- 
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Abb. 5. Osazonbildung von N-Glucosiden 
und Jsoglucosiden primarer und sekundarer 
Amine. Eingesetzte Menge0,55 Mol. I Anisyl- 
isoglucosamin, II N-Glucosyl-piperidin (x), 
Glucose (0), III Piperidin-isoglucosamin (°). 
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Abb. 6. Osazonausbeuten, berechnet als Gew.-°/, Glucose, aus Prokollagen und 
Kollagen nach verschieden langer Einwirkung von l-n. und n/10-HCI bei 100°. 
I Prokollagen + n-HCl, II Kollagen + n-HCl, III Prokollagen + n/10-HCI. 


14 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 20, 821 [1887]. 
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gruppe oxydativ entfernt werden mu8. Hydrolyse im Zuge der Reakticn ist hier 
ausgeschlossen, da Isoglykoside durch hydrolysierende Agentien nur unter voll- 
kommener Zerstérung des Zuckeranteils angegriffen werden. Daf die Osazon- 
bildung bei Derivaten von Aminozuckern nicht immer ganz durchsichtig ist, zeigt 
auch der Befund von Kuhn und Kirschenlohr!®, wonach 2-Acetamino-lactose 
trotz geschiitzter Aminogruppe ebenfalls zur Osazonbildung fahig ist, wenn die 
Ausbeute auch nur 14% betragt. 


Zuckerbestimmungen an Kollagen und Prokollagen 


Eine Anwendung der Methode auf -Kollagen und Prokollagen, 
deren Kohlenhydratgehalt von uns!® und von anderen!’ wiederholt 
diskutiert worden ist, erschien uns deswegen interessant, weil tiber die 
Bindungsart der Kohlenhydrate im Kollagen bisher keine Klarheit 
besteht und u. a. auch N-glykosidische Bindungen diskutiert wurden!®. 


Wie erstmals von GraBmann und Schleich?® mit Hilfe der Orcinreaktion 
| festgestellt wurde, enthalt Kollagen Kohlenhydrate in Mengen von weniger als 1%. 
Beschrieben wurden Glucose !°, Galaktose!9, Mannose2°, Fucose?! und Glucosamin 22, 
wahrend im Prokollagen von uns bis jetzt nur Glucose und Mannose in einer etwas 
gréBeren Menge wie im Kollagen gefunden wurden”, Zahlreiche Befunde, wie 
z. B. die Einwirkung von Hyaluronidase*, die die Verfestigung der Kollagenfaser 
erniedrigt und sie der Auflésung durch verdiinnte Essigsiure zuginglich macht, 
oder die tryptische Auflésung von Kollagen!®, bei der ein sehr kohlenhydrat- 
reicher Riickstand hinterbleibt, sprechen dafiir, daB es sich um eine héhermoleku- 
lare Kohlenhydratverbindung von der Art der Hyaluronsiure oder Chondroitin- 
schwefelsiure handelt. Andere Ergebnisse wiederum, vor allem die Auflésung des 
KiweiBkérpers mit Natriumperjodat oder Phenyljodosoacetat?® und die Reduktion 
nit Lithiumborhydrid?*, die beide zu einer Spaltung der Peptidkette des Kollagens 
und zum Auftreten neuer Endgruppen fiihren, machen einen Einbau kurzkettiger 
Bruchstiicke mit 1.2-Glykolgruppierung in die Hauptkette der Peptidfaser wahr- 
| scheinlich. Fiir diesen letzteren Fall hat Schneider?® die Hypothese aufgestellt, 
da8 Zuckerbriicken auf der einen Seite N-glykosidisch mit «-Aminogruppen, auf 
der anderen Seite esterartig mit «-Carboxylgruppen zweier aufeinanderfolgender 
Peptidketten verbunden sein sollen. Fiir das Vorliegen von Estergruppen gelang es, 
auf Grund der Befunde bei der Reduktion von Kollagen und Prokollagen mit 
Lithiumborhydrid?® Argumente zu erbringen. 


15 R, Kuhn u. W. Kirschenlohr, Chem. Ber. 87, 1547 [1954]. 
16 W.GraBmann, Vortrag auf dem Symposium on connective tissue des 
council for international organization of medical sciences, Lcndon, 24. 7. 1956; 
CIOMS report im Druck. 
1” Beziiglich einer Literaturzusammenstellung siehe W.Gra8mann, Leder6, 
| 241 [1955]. 
18 F. Schneider, Vortrag Frankfurt a. M. 1948; Angew. Chem. 61, 259 [1949]. 
19 W. GraBmann u. H. Schleich, Biochem. Z. 277, 320 [1935]. 
*0 J. Gross, J. H. Highbergeru. F. O. Schmitt, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
+ 80, 462 [1952]. 
"1 R. E. Glegg, D. Eidinger u. C. P. Leblond, Science [Washington] 118, 
| 614 [1953]. 
2 F. Schneider, Collegium [Darmstadt] 1940, 97. 
2 W.GraBmann u. K. Wolf, unveréffentlicht; s. a. K. Wolf, Dissertat. 
Miinchen 1956. 
i *4 D. 8S. Jackson, Biochem. J. 54, 638 [1953]. 
*°> W. GraBmann u. K. Kiihn, diese Z. 301, 1 [1955]. 
26 W. GraBmann, H. Endres u. A. Steber, Z. Naturforsch. 9b, 513 [1954]; 
W.GraBmann u. Mitarbb., unveréffentlicht. 
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Die Annahme von Zuckerbriicken in der Faser des Kollegens st6Bt je loch 
auf die bereits einmal diskutierte?® Schwierigkeit, daB die im Kollagen und Pro. 
kollagen gefundenen Kohlenhydratmengen zu gering sind, um das Auftreten einer 
so groBen Zahl von Bruchstellen bei der Perjodateinwirkung zu erklaren. Die 
gebildeten Endgruppen, die beim Prokollagen einer mittleren Kettenlange der 
Abbaupeptide von 21, beim Kollagen von 25 Aminosauren entsprechen, wi-rden 
mindestens 7 Gew.-°% an Kohlenhydraten erfordern. Die tatsachlich gefurdene 
Menge erreiciit jedoch nur !/,) dieses Betrages. Die Méglichkeit, daB die gesuchten 
Kohlenhydrate in einer nach den iiblichen Methoden nicht bestimmbaren Form, 
z. B. in isoglykosidischer Bindung, vorliegen, war zu diskutieren und wir haben 
auch aus diesem Grunde versucht, mit Hilfe der Osazonreaktion etwas Licht in die 
unklaren Verhialtnisse der perjodatempfindlichen Briickenglieder zu bringen. 

Die Umsetzung von Kollagen und Prokollagen mit Phenylhydrazin, 
wobei das gesamte Eiweif in Lésung geht, ergab nur eine sehr geringe 
Gelbfairbung, entsprechend einer Kohlenhydratmenge von 0,08% beim 
Kollagen und 0,1°% beim Prokollagen. Hydrolysiert man dagegen die 
beiden Proteine kurze Zeit mit n-Salzsiure, so kann man anschlieBend 
nach der Osazonmethode dieselben Zuckermengen wie nach anderen 
Methoden nachweisen, die im Maximum fiir Kollagen 0,5°%, fiir Pro. 
kollagen 0,92%, berechnet als Glucose, betragen. Die nach der Anthron- 
methode an denselben Priparaten gefundenen Kohlenhydratmengen 
betragen 0,42% fiir Kollagen und 0,73°, fiir Prokollagen!® *% (vgl. dazu 
auch die Angaben anderer Autoren’). 

Der nahezu negative Ausfall der Osazonreaktion an den beiden 
unbehandelten EiweiBk6rpern zeigt, daB die Kohlenhydrate in Kollagen 
zur Hauptsache in einer der Osazonreaktion nicht zugianglichen Bin- 
dungsform vorliegen miissen. Er widerlegt die Annahme N-glykosidischer 
Bindungen, wie sie Schneider!® diskutiert hat, und die isoglykosi- 
discher Bindungen, die man ebenfalls in Betracht ziehen kénnte, um 
den erwahnten Fehlbetrag an Briickenkohlenhydraten zu_ erklaren; 
beide Bindungsformen sollten zur Bildung von Osazonen fihren. Die 
Befunde beweisen auf jeden Fall, daB die Zucker nicht mit den Amino- 
gruppen des EiweiBes N-glykosidisch verbunden sind, sondern da sie 
in O-glykosidischer Bindung vorliegen, wobei es offen bleibt, ob sie 
einer hochmolekularen Zuckerkomponente angehéren oder an Hydroxyl- 
gruppen des EiweiBkorpers haften. 

Neben der Bestimmung von proteingebundenem Kohlenhydrat 
haben wir die Methode auch zur Zuckerbestimmung des in unserem 
Institut aus Fichtenrirdenbast isolierten Gerbstoffglucosids vom Schmp. 
227 —228°?8 herangezogen. Nach 8stdg. Hydrolyse mit 0,l-n. und 
n-HCl fanden wir 54 bzw. 52% Glucose. Eine Parallelbestimmung durch 
Titration nach Hagedorn-Jensen nach enzymatischer Abspaltung des 
Zuckers ergab 53,6 und 54,2%. 


27 J. Beek, J. Res. Nat. Bur. Standards 27, 507 [1941]; R. Bangle u. 
W.C. Alford, J. Histochem. Cytochem. 2, 62 [1954]; J. A. Moss, Biochem. J. 
61, 151 [1955]. 

28 W.GraBmann, G.Deffner, E.Schuster u. W. Pauckner, Chem. 
Ber. 89, 2523 [1956]. 
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Beschreibung der Versuche 
Reagenzien 


Acetatpuffer: 50 g Na-Acetat und 50 ccm Eisessig werden in ausgekochtem 
Wasser gelést und auf 200 ccm aufgefiillt. 

1-proz. Phenylhydrazinlésung: 1 g Phenylhydrazin und 10 g Natrium- 
hydrogensulfit werden in 100 ccm ausgekochtem Wasser gelést. Die Lésung ist 
3 Tage im Eisschrank haltbar. 

N-Glucosyl-glycin-aithylester wurde nach Wolfrom und Mitarbb.*® 
hergestellt und durch mehrmaliges Umkristallisieren aus heiBem Alkohol gereinigt. 
Schmp. 109°. Eine papierchromatographische Untersuchung im System Butanol- 
Pyridin-Wasser 6:4:3 ergab nur mehr sehr geringe Verunreinigungen durch 
Glucose, die méglicherweise erst wihrend des Chromatographierens abgespalten 
worden war. 

N-Glucosyl-piperidin stellten wir nach J. E. Hodge und C. E. Rist*° 
her (Schmp. 130°). Nach einer Vorschrift derselben Autoren*! wurde auch 
Piperidin-isoglucosamin dargestellt, welches nach Umkristallisieren aus 
Methanol-Aceton bei 127° schmolz. 

Die Darstellung von p-Anisyl-isoglucosamin erfolgte nach F. Wey- 
gand**, Es wurde aus Alkohol umkristallisiert. Schmp. 142°. 


Ausfiihrung der Bestimmung 


Die zu untersuchende Lésung, die héchstens 150 y Glucose enthalten soll, 
wird in einem Reagenzglas mit 1 ccm Acetatpuffer und 1 cem Phenylhydrazin- 
losung versetzt und mit ausgekochtem Wasser auf 5 ccm aufgefiillt. Hine Blind- 
probe ohne Glucose ist parallel anzusetzen. Dann erhitzt man die Reagenzgliser 
2Stdn. in einem schwach siedenden Wasserbad, laBt erkalten und verdiinnt auf 
10 ccm. Die gelb gefarbten Lésungen werden bei 405 my im Kolorimeter ,,Medeor‘* 
gegen die Blindprobe photometriert und die erhaltenen Extinktionen an Hand 
einer Eichkurve, die mit bekannten Glucosemengen aufgestellt worden war, aus- 
ewertet. 

y Fiir die einzelnen Monosaccharide sind die Eichkurven verschieden und miissen 
getrennt aufgenommen werden. Ebenso haben Isoglykoside primirer und sekun- 
direr Amine unterschiedliche Eichkurven. 

Die Untersuchungen mit verschiedenen Zuckerderivaten wurden jeweils mit 
Mengen entsprechend 100 y Glucose (0,55 uMol) ausgefiihrt. 


Zuckerbestimmung an Kollagen und Prokollagen 
Das verwendete Kollagen, aus Rindercorium hergestellt, war nach Grab - 
mann, Janicki und Schneider*® durch Behandlung mit Trypsin und Kalk von 
nichtkollagenen Proteinen befreit worden. Zur Darstellung von Kalber-Prokollagen 
arbeiteten wir nach Orechowitsch und Mitarbeitern*4. Nach zweimaligem Um- 


dialysieren aus 0,5-m. Citratpuffer, pH 3,3, gegen 0,005-m. Na,.HPO, war das Pro- 
dukt frei von Glucosamin. 

10—18 mg Kollagen bzw. Prokollagen wurden, wie oben beschrieben, mit 
Phenylhydrazin umgesetzt. Das Prokollagen ging beim Erhitzen der Probe am 


29M. L. Wolfrom, R.D.Schuetz u. L. F. Cavalieri, J. Amer. chem. 
Soe. 71, 3518 [1949]. 

30 J. E. Hodge u. C. E. Rist, J. Amer. chem. Soc. 74, 1494 [1952]. 

3 J. E. Hodge u. C. E. Rist, J. Amer. chem. Soc. 75, 316 [1953]. 

82 F. Weygand, Ber. dtsch. chem. Ges. 78, 1259 [1940]. 

3 W. GraBmann, J. Janicki u. F. Schneider, Stiasny-Festschrift Darm- 
stadt 1937, S. 74. 

341 W.N. Orechowitsch, A. A. Tustanowsky, K.D. Orechowitsch u. 
N. J. Plotnikowa, Biochimija 18, 55 [1948]. 
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Wasserbad bereits nach wenigen Minuten, das Kollagen erst nach 1,5 Stdn. re stlos 
in Lésung. Nach 2 Stdn. wurden die wieder abgekiihlten Lésungen mit Wasser auf 
10 cem aufgefiillt und bei 405 my kolorimetriert. 

In weiteren Versuchen wurden Kollagen und Prokollagen in Mengen von 
5—13 mg im Einschmelzréhrchen mit 1 ccm n-HCl verschieden lang bei 100! 
hydrolysiert. Alle Hydrolysate waren wasserklar und farblos. Sie wurden, wie 
oben beschrieben, mit Phenylhydrazin umgesetzt und nach Verdiinnen auf 10 ccm 
photometriert. Die Extinktionen, die man bei Verwendung salzsaurer Ausgangs. 
lésungen erhalt, sind um weniges hoher als die neutraler Losungen, weshalb eine 
eigene Eichkurve angelegt wurde. 


eee 


Zuckerbestimmung eines Gerbstoffglucosids 


1,75 bzw. 1,80 mg Gerbstoffglucosid aus Fichtenrinde, Schmp. 227— 
228928, wurden mit 1 ccm 0,l-n. bzw. l-n.-HCl 8 Stdn. im Einschmelzrohr bei 
100° erhitzt. Die braun gefarbten Hydrolysate wurden verdiinnt, mit NaHC0, 
neutralisiert und die dunklen Bestandteile durch tropfenweisen Zusatz einer 
Pb-Acetatlésung gefallt. Uberschiissige Pb-Ionen wurden mit wenig Na-Sulfat 
entfernt, von den Niederschlaigen abfiltriert und auf 10 ccm aufgefiillt. In 2 cem 
der nun farblosen Filtrate wurde der Zucker wie oben bestimmt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unter. 
stiitzung der Arbeit zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die Osazonbildung von Kohlenhydraten wurde zu einer quanti- 
tativen koforimetrischen Bestimmungsmethode ausgearbeitet. Dabei 
werden neben freien Zuckern auch N-glykesidisch und isoglykosidisch 
gebundene Zucker erfaBt. O-Glykoside geben dagegen keine Reaktion. 
Das gestattet, Aussagen tiber die Bindungsart eines Zuckers zu machen, 
was besonders bei Kohlenhydrat-Eiweifverbindungen von Bedeutung 
ist. An Kollagen und Prokollagen wurden in Ubereinstimmung mit an- 
deren Methoden Kohlenhydrate in Mengen unter 1% festgestellt. Diese 
geben jedoch nur nach vorhergehender Hydrolyse eine Osazonreaktion. 
Sie sind daher O-glykosidisch und nicht N-glykosidisch oder isoglykosi- 





disch gebunden. 
Summary 


The formation of osazones by sugars has been developed to a colo-f 
rimetzic method for their quantitative determination. The method is 
appliable to N-glycosidic and isoglycosidic sugars as well as to free 
sugars while O-glycosides give no osazone reaction. The method provides 
information concerning the nature of the linkage in sugars which is} 
of particular interest in the case of carbohydrate-protein compounds. f 
Carbohydrate contents of less than 1 per cent were found in collagen > 
and procollagen, in agreement with the results obtained by otherf 
methods. The osazone reaction is only obtained in this case after> 
previous hydrolysis indicating that the sugars are bound by O-glycosidie 7 
linkages and not by N-glycosidic or isoglycosidic linkages. 
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i wie Uber SerumeiweiSfraktionierung mit Uranylacetat 
0 com 
yangs- Von 
b eine 
K. Dirr, P. Decker und H. Becker 
Aus dem Laboratorium der II. Medizinischen Universititsklinik Miinchen 
(ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 
~~ (Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1956) 
HCO, Schon seit mehreren Jahrzehnten wird zur EnteiweiBung von Serum 
Sulfat das Verfahren nach Neubauer verwendet. Dabei sollten die gesamten 
2cem § Proteine niedergeschlagen werden, um im Filtrat den Rest-Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmen zu kénnen. Es hat sich jedoch herausgestellt, 
Jnter. | daB Krankheitsbilder vorkommen, bei welchen im Serum ein EiweiBstoff 
auftritt, der hierbei nicht erfaBt wird, sondern in das Filtrat gelangt 
und hier falschlicherweise als stark erhohter Rest-Stickstoff gewertet 
wird! 23, Ks handelt sich dabei um verhaltnismaBig wohldefinierte Ei- 
anti. | Weibstoffe, die neben der Nichtfallbarkeit durch Uranylacetat bei be- 
Jabei | Stimmtem px noch andere Eigenschaften gemeinsam haben, wie z. B. 
disch § gleiche Wanderungsgeschwindigkeit bei der Elektrophorese (wobei sie 
ties bei den normalen y-Globulinen erscheinen), und ahnliche Zusammen- 
chen, | S¢tzung der Hydrolyseprodukte, wobei Methionin und Hydroxyprolin 
tung entweder ganz fehlen oder zumindest nur in sehr kleinen Mengen vor- 
t an.f kommen. Diese Klasse von Eiweifstoffen konnten wir bis jetzt bei 
Diese | 7-Plasmocytom, in einigen Fallen von Carcinom, bei manchen, Leber- 
tion} Cuthosen und auch in Diphtherie- und Tetanus-Antitoxinfermoseren 
kai finden. Bei letzteren stellt diese Fraktion einen Teil, manchmal sogar 
den Hauptteil der antitoxischen EiweiBstoffe dar. Vom methodischen 


Gesichtspunkt aus betrachtet, besagt diese Erkenntnis, daB es méglich 
sein muB, durch eine einfache Uranylacetatfallung eine ganz bestimmte 
colo-f EiweiBfraktion abzutrennen. 
id ist Dies veranlaBte uns, sowohl die Ausfallung der Serumproteine unter 
freef verschiedenen Bedingungen als auch die dabei auftretenden Fraktio- 
videsf nierungseffekte genauer anzusehen. Zu diesem Zweck untersuchten wir 
sh isf} zunachst die Ausfallung der Serumproteine in Abhangigkeit vom pu und 
inds.f} von der Uranylacetat- und Serumkonzentration. Wegen der Neigung 
ageif des Uranylions zur Komplexbildung mit vielen Anionen war die An- 
ther} wesenheit von Puffersalzen unerwiinscht. Daher setzten wir bei der 
afterf) Fallung wechselnde Mengen Salzsaure bzw. Natronlauge zu, so daB nach 
sidie F 1 K. Dirr u. E. Dietz, Miinchener med. Wschr. 1954, 1308; Rontgen u. 
' Laborat. Praxis 7, 305 [1954]; 7, 362 [1954]; Z. inn. Med. 9, 977 [1954]. 
4 2 K. Dirr, Ber. Physiol. 172, 166 [1955]; diese Z. 300, 237 [1955]; Klin. 
Wschr. 1955, 818. 

3K. Dirr u. E. Fischoeder, diese Z. 300, 241 [1955}. 
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der Fallung iiber den interessierenden Bereich verteilte pu-Werte resul- hin 
tierten. Nach Zentrifugieren wurde im Niederschlag und im Uberst ind me 
das Protein nach Perchlorsiéurefiallung mit der Biuretmethode und das tra 
Uranylion im Uberstand der Perchlorsiurefallungen kolorimetrisch mit 
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Abb. 1. Ausfallung von Proteinen aus einer 1,4-proz. Serumproteinlésung durch 
0,4—0,04-proz. Uranylacetatlésung bei verschiedenen pq-Werten. Kurven 1—10 
entsprechen 0,4—0,04% Uranylacetat (4 mi 1,0—0,1-proz. Uranylacetatlésung auf 
10 ml Gesamtumsatz). ---- Verlauf der Fallung mit steigenden Uranylacetat- 
mengen ohne Zusatz von Saéure oder Lauge. X: Bedingungen der EnteiweiBung 
nach Neubauer. Y u. Zs. Text. 
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Abb. 2. Mitfallung von Uranylionen bei der Ausfallung von Proteinen. Fallungs- sik 
bedingungen s. Abb. 1. ) nieder 
fugier 
Ferrocyanid bestimmt. Dabei wurde die Abhingigkeit der Proteinfallung F — 
und der Mitfallung von Uranylionen vom px bei konstanter Protein- F Weir! 
und Uranylacetatkonzentration erfaBt. 10 solche Versuchsreihen mit fF kolori 
konstanter Proteinkonzentration (1,4°/%) und absteigenden Uranylacetat- | —— 
mengen (0,4—0,04%) gaben einen Uberblick iiber das System (Abb.1f) _* 
u. 2, Kurven 1—10). SchlieBlich wurde noch in drei Versuchsreihen mit die P 7 
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konstanter Uranylacetatkonzentration und wechselnden Serumprotein- 
mengen die Abhangigkeit der Fallung von verschiedenen Serumkonzen- 
trationen tiberpriift (Abb. 3, Kurven 1—3). 

Bei der Untersuchung der Fraktionierungseffekte fiihrten wir unter 
Bedingungen, die sich aus obigen Ergebnissen ableiten lieBen, Uranyl- 
acetatfallungen durch und untersuchten papierelektrophoretisch die Pro- 
teinfraktionen im Niederschlag und im Uberstand. Dabei konnten wir 
Versuchsbedingungen auffinden, unter denen durch eine einfache Uranyl- 
acetatfallung die Darstellung einer y-Globulinfraktion und einer «,-Globu- 
linfraktion in elektrophoretisch reinem Zustand mdglich ist. 
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Abb. 3. Ausfallung von Proteinen aus einer 0,48-proz. (1), 1,32-proz. (2) und einer 
1,72-proz. (3) Serumproteinlésung durch 0,32-proz. Uranylacetatlésung in Ab- 
hingigkeit vom pj. Ordinate: ——T Serumproteine in °% vom Gesamteiwei8 
im Ansatz. 


Methodik 


1. Uranylacetatfallung: 4ml Uranylacetatlésung (1,0—0,l-proz. fiir 
Versuchsreihe 1—10 in Abb. 1 u. 2, Kurven 1—10), 2 ml Salzsiure bzw. Natronlauge 
von bestimmtem Gehalt und 4 ml einer Serumverdiinnung 1:1 (aus Mischserum mit 
7,0% Protein) werden vermischt, der py-Wert der Mischung gemessen und zentri- 


| fugiert. Die notwendigen Konzentrationen der aus 0,1-n. Lésungen hergestellten 
_ Salzsiure bzw. Natronlauge wurden fiir jede MeBreihe durch Vorversuche ermittelt, 
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damit die resultierenden pp-Werte den interessierenden Bereich iiberdeckten. 

2. Eiwei8bestimmung: Vom Uberstand der Uranylacetatfallung werden 
5ml mit 5 ml 6-proz. Perchlorsaure gefallt und zentrifugiert*. Der Uranylacetat- 
niederschlag wird mit 5 ml Wasser und 5 ml Perchlorsaure digeriert und zentri- 
fugiert. Die Perchlorsiureniederschlage werden mit Wasser auf 5 ml in graduierten 
Zentrifugenglasern aufgefiillt, gut suspendiert und mit 5 ml 5-proz. Natronlauge 
in Lésung gebracht. 1 ml dieser Lésung wird mit 5 ml Biuretreagens nach 
Weichselbaum* und 4ml Wasser gemischt und nach 1/, Stde. bei 546 mu 
kolorimetriert (d = 2cm). Die Eichkurve wird mit einer Verdiinnungsreihe des 





_ _* Bereits 5 ml einer 2,5-proz. Uberchlorsaure fallen gerade noch quantitativ 
die Proteine aus 1 ml Serum. 
4 Vorschriftensammlung zum Photometer Eppendorf. 


7* 
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gleichen Serums unter gleichen Bedingungen hergestellt und gestattet dahei die 
Ablesung in °% der eingesetzten Serummenge. r] 

3. Bestimmung von Uranylacetat: 4 ml des Uberstandes der Perc jilor. 
saurefallung werden mit 4 m/l Wasser und 1 Tropfen Phenolphtaleinlésung ver-etzt 
und mit 4-proz. KOH titriert, auf 15 ml aufgefiillt und mit 4 ml Eisessig vers +tzt. 
Das ausgefallene Kaliumperchlorat setzt sich schnell ab. Die Farbreaktion mit 
Ferrocyanid wird stark durch Anionen beeinflu8t. Daher muB das Perchlorat aus. 
gefallt werden. Der Einflu8 noch vorhandener Anionen wird durch die Eisessig. 
zugabe zuriickgedrangt. 

9 ml vom Uberstand werden mit 1 mi einer 1-proz. Kaliumferrocyanidlésung 
versetzt und bei 436 mu kolorimetriert (d = 1 cm). Ahnlich wie bei der Eiweig- 
bestimmung erfolgt die Auswertung an Hand einer Eichkurve, die aus einer mit 
entsprechendem Perchlorséurezusatz hergestellten Verdiinnungsreihe der ver. 
wendeten Uranylacetatlésung nach der gleichen Vorschrift gewonnen wurde. 

4. Wenn keine gréBeren Serummengen zur Verfiigung stehen, lassen sich 
die Uranylacetatfallung (1) und die EiweiSbestimmung (2) auch mit 1/; der dort 





~ Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Elektropherogramm einer y-Globulinfraktion Y aus Serum 
neben Normalserum. 
Abb. 5. Elektropherogramme einer «,-Globulinfraktion Z aus Serum. A: Z allein; 
B: Z neben Normalserum. 


angegebenen Mengen ausfiihren, indem man entweder die Kolorimetrie in 0,5-ml- 
Kiivetten durchfiihrt oder einen gréBeren Teil des in Natronlauge gelésten Per. 
chlorséureniederschlages zur Messung bringt. AuBerdem kann man sich damit 
begniigen, die EiweiBkonzentrationen im Uberstand der Uranylacetatfallung 2u 
erfassen und den gefallten Anteil daraus zu berechnen. Auf diese Weise wurden die 
in Abb. 3 dargestellten Messungen unter Variation der EiweiBkonzentration bei 
konstanter Uranylacetatkonzentration sowie Messungen an pathologischen Seren 
und Immunseren durchgefiihrt, tiber die wir noch gesondert berichten werden 

5. Papierelektrophoretische Untersuchung von Uranylacetat- 
fallungen: Die abzentrifugierte Uranylacetatfaillung eines Ansatzes wird mit 
méglichst wenig sehr verdiinnter Natronlauge gerade in Lésung gebracht und 
direkt zur Papierelektrophorese nach Grassmann aufgetragen. Die Uranylioner 
stéren beim pr des Veronalpuffers nicht. Aus dem Uberstand wird durch Zugabe 
von weiterem Uranylacetat und Einstellen des pq auf 4,5—5,5 mit sehr verdiinnter 
Salzsiure oder Natronlauge simtliches Protein ausgefallt, abzentrifugiert und wie 
oben untersucht. 

6. Darstellung einerelektrophoretisch reinen y-Globulinfraktion: 
In einem Ansatz nach 1., der in 10 m/ Gesamtvolumen 4 ml einer 0,7-proz. Uranyl- 
acetatlésung, 4 m/ einer Serumverdiinnung 1:1 und so viel Salzsiure in 2 ml aqua 
dest. enthielt, daB sich ein py von 4,3 einstellte, fanden wir 9,5°/, des eingesetzten 
Proteins im Uberstand und 92°, bei der Kontrollbestimmung im Niederschlag. 
Dies entspricht in Abb. 1 dem mit Y bezeichneten Punkt. Die Elektrophores 
ergab, daB sich unter diesen Bedingungen im Uberstand nur eine elektrophoretise 
einheitliche y-Globulinfraktion befindet (Abb. 4). 
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7. Darstellung einer elektrophoretisch einheitlichen a,-Globulin- 
fraktion: Ein 6. entsprechender Ansatz mit 0,5-proz. Uranylacetatlésung wurde 
auf pH 3,2 gebracht, entspr. dem Punkt Z in Abb. 1. Hierbei wurden nur 5% der 
Proteine gefallt, 95°, bleiben in Lésung. Bei Untersuchung nach 5. erwies sich 
das Protein im Niederschlag als papierelektrophoretisch einheitliches «,-Globulin 
(Abb. 5). 


Ergebnisse und Diskussion 


Abb. 1 zeigt die Abhangigkeit der ausgefallten Serumproteinmenge 
(in % der eingesetzten Menge) vom pu und von der zur Fallung ver- 
wandten Uranylacetatmenge. Die punktierte Linie verbindet die Punkte, 
auf die man bei der Fallung mit steigenden Uranylacetatmengen ohne 
Zusatz von Saéure oder Lauge gelangt. Auf dieser Linie ist ein Punkt X 
bezeichnet, der dem von Neubauer angegebenen Ansatz entspricht. 

Abb. 2 zeigt die Beteiligung der Uranylionen (in % der eingesetzten 
Uranylacetatmenge) an der Proteinfallung in Abhangigkeit vom px und 
von der Uranylacetatkonzentration. Wahrend bei Abb. 1 u. 2 die Fallung 
bei einer einzigen Proteinkonzentration (1,4°%) untersucht wurde, zeigt 
Abb. 3 die Fallung absteigender Proteinmengen durch ein und dieselbe 
Uranylacetatkonzentration in Abhangigkeit vom pu. 

Aus den Abb. 1—3 geht hervor, daB Uranylacetat ein Fallungsopti- 
mum bei px 5,1 besitzt. Sowohl bei kleineren als auch bei gréBeren 
pu-Werten wird prozentual weniger gefallt, und zwar insbesondere beim 
Kinsatz geringerer Uranylacetatmengen, bezogen auf die Proteinmenge. 
Mit Uranylacetat im UberschuB erstreckt sich das Gebiet vollstandiger 
Fillung etwa von py 4,3—5,7. Die Lage des Punktes X in Abb. 1 zeigt, 
daB die Vorschrift von Neubauer tatsachlich zum optimalen Punkt 
der Fallung fihrt. Weiter laBt sich ersehen, daB bei px 5,1 (Fallungs- 
optimum) bereits 16 mg Uranylacetat (4 m/ einer 0,4-proz. Losung) zur 
Ausfallung der Proteine aus 2 m/ Serum in 10 m/ Gesamtansatz gerade 
noch ausreichen wiirden, wihrend die Vorschrift von Neubauer (1 ml 
Serum, 3 ml Wasser, 1 m/ 1,55-proz. Uranylacetatidsung) 31 mg _ ver- 
langt. Doch miiBte man den px-Wert durch Saurezusatz auf 5,1 nach- 
stellen, da 16 mg Uranylacetat allein px 5,78 ergeben, wobei keine quan- 
titative Ausfallung erfolgt. Neubauer erreicht also mit dem Uranyl- 
acetatiiberschuB eine automatische Einstellung des optimalen py-Wertes. 

Auffallend ist die Ahnlichkeit der Abb. 1 u. 2. Dies besagt einmal, da8 der 
Niederschlag keine konstante Zusammensetzung besitzt, sondern um so mehr 
Uranylacetat enthalt, je mehr fiir die Fallung eingesetzt wird. Zum andern zeigt 
sich, daB sich das Uranylion bei allen Fallungsbedingungen ungefahr ebenso zwischen 
Lésung und Niederschlag verteilt wie das Protein. Dies scheint darauf hinzuweisen, 
daB sowohl das geléste als auch das gefallte Protein Uranylionen mit etwa der 
gleichen Affinitaét binden, da8 aber eine Ausfallung erst von einer bestimmten, fiir 
verschiedene Proteine verschieden starken Beladung mit Uranylionen an eintritt. 

An den Stellen der Kurven, an denen keine vollstindige Fallung 
auftritt, lieBen sich nun prinzipiell Fraktionierungseffekte erwarten. 
Diese konnten auch papierelektrophoretisch bei Untersuchung der ge- 
fallten und iiberstehenden Fraktionen nachgewiesen werden. Unter den 
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gleichen Serums unter gleichen Bedingungen hergestellt und gestattet daher die 
Ablesung in °% der eingesetzten Serummenge. J 

3. Bestimmung von Uranylacetat: 4 ml des Uberstandes der Percl:lor. 
sdurefallung werden mit 4 m/ Wasser und | Tropfen Phenolphtaleinlésung vers *tzt 
und mit 4-proz. KOH titriert, auf 15 ml aufgefiillt und mit 4 ml Eisessig vers¢ tzt. 
Das ausgefallene Kaliumperchlorat setzt sich schnell ab. Die Farbreaktion mit 
Ferrocyanid wird stark durch Anionen beeinflu8t. Daher muB das Perchlorat aus. 
gefallt werden. Der Einflu8 noch vorhandener Anionen wird durch die Eisessig. 
zugabe zuriickgedrangt. 

9 ml vom Uberstand werden mit 1 mi einer 1-proz. Kaliumferrocyanidlésung 
versetzt und bei 436 mu kolorimetriert (d = 1 cm). Ahnlich wie bei der Eiweif- 
bestimmung erfolgt die Auswertung an Hand einer Eichkurve, die aus einer mit 
entsprechendem Perchlorsiurezusatz hergestellten Verdiinnungsreihe der ver. 
wendeten Uranylacetatlésung nach der gleichen Vorschrift gewonnen wurde. 

4. Wenn keine gréBeren Serummengen zur Verfiigung stehen, lassen sich 
die Uranylacetatfallung (1) und die Eiweifbestimmung (2) auch mit 1/,; der dort 





Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Elektropherogramm einer y-Globulinfraktion Y aus Serum 
neben Normalserum. 
Abb. 5. Elektropherogramme einer «,-Globulinfraktion Z aus Serum. A: Z allein; 
B: Z neben Normalserum. 


angegebenen Mengen ausfiihren, indem man entweder die Kolorimetrie in 0,5-ml- 
Kiivetten durchfiihrt oder einen gréBeren Teil des in Natronlauge gelésten Per- 
chlorséureniederschlages zur Messung bringt. AuSerdem kann man sich damit 
begniigen, die EiweiBkonzentrationen im Uberstand der Uranylacetatfallung zu 
erfassen und den gefallten Anteil daraus zu berechnen. Auf diese Weise wurden die 
in Abb. 3 dargestellten Messungen unter Variation der EiweiSkonzentration bei 
konstanter Uranylacetatkonzentration sowie Messungen an pathologischen Seren 
und Immunseren durchgefiihrt, itiber die wir noch gesondert berichten werden. 

5. Papierelektrophoretische Untersuchung von. Uranylacetat- 
fallungen: Die abzentrifugierte Uranylacetatfaillung eines Ansatzes wird mit 
moglichst wenig sehr verdiinnter Natronlauge gerade in Lésung gebracht und 
direkt zur Papierelektrophorese nach Grassmann aufgetragen. Die Uranylionen 
stéren beim pa des Veronalpuffers nicht. Aus dem Uberstand wird durch Zugabe 
von weiterem Uranylacetat und Hinstellen des pq auf 4,5—5,5 mit sehr verdiinnter 
Salzséure oder Natronlauge sémtliches Protein ausgefallt, abzentrifugiert und wie 
oben untersucht. 

6. Darstellung einerelektrophoretischreinen y-Globulinfraktion: 
In einem Ansatz nach 1., der in 10 ml Gesamtvolumen 4 ml einer 0,7-proz. Uranyl- 
acetatlésung, 4 m/ einer Serumverdiinnung 1:1 und so viel Salzsiure in 2 ml aqua 
dest. enthielt, daB sich ein py von 4,3 einstellte, fanden wir 9,5°, des eingesetzten 
Proteins im Uberstand und 92°, bei der Kontrollbestimmung im Niederschlag. 
Dies entspricht in Abb. 1 dem mit Y bezeichneten Punkt. Die Elektrophorese 
ergab, daB sich unter diesen Bedingungen im Uberstand nur eine elektrophoretisch 
einheitliche y-Globulinfraktion befindet (Abb. 4). 
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7. Darstellung einer elektrophoretisch einheitlichen «,-Globulin- 
fraktion: Ein 6. entsprechender Ansatz mit 0,5-proz. Uranylacetatlésung wurde 
auf pH 3,2 gebracht, entspr. dem Punkt Z in Abb. 1. Hierbei wurden nur 5%, der 
Proteine gefallt, 95°, bleiben in Lésung. Bei Untersuchung nach 5. erwies sich 
das Protein im Niederschlag als papierelektrophoretisch einheitliches «,-Globulin 
(Abb. 5). 


Ergebnisse und Diskussion 


Abb. 1 zeigt die Abhangigkeit der ausgefiallten Serumproteinmenge 
(in % der eingesetzten Menge) vom pu und von der zur Fallung ver- 
wandten Uranylacetatmenge. Die punktierte Linie verbindet die Punkte, 
auf die man bei der Fallung mit steigenden Uranylacetatmengen ohne 
Zusatz von Saure oder Lauge gelangt. Auf dieser Linie ist ein Punkt X 
bezeichnet, der dem von Neubauer angegebenen Ansatz entspricht. 

Abb. 2 zeigt die Beteiligung der Uranylionen (in % der eingesetzten 
Uranylacetatmenge) an der Proteinfallung in Abhangigkeit vom px und 
von der Uranylacetatkonzentration. Wahrend bei Abb. 1 u. 2 die Fallung 
bei einer einzigen Proteinkonzentration (1,4%) untersucht wurde, zeigt 
Abb. 3 die Fallung absteigender Proteinmengen durch ein und dieselbe 
Uranylacetatkonzentration in Abhangigkeit vom pu. 

Aus den Abb. 1—3 geht hervor, daB Uranylacetat ein Fallungsopti- 
mum bei px 5,1 besitzt..Sowohl bei kleineren als auch bei gréBeren 
pu-Werten wird prozentual weniger gefallt, und zwar insbesondere beim 
Kinsatz geringerer Uranylacetatmengen, bezogen auf die Proteinmenge. 
Mit Uranylacetat im UberschuB erstreckt sich das Gebiet vollstandiger 
Faillung etwa von py 4,3—5,7. Die Lage des Punktes X in Abb. 1 zeigt, 
daB die Vorschrift von Neubauer tatsichlich zum optimalen Punkt 
der Fallung fihrt. Weiter 1iBt sich ersehen, daB bei px 5,1 (Fallungs- 
optimum) bereits 16 mg Uranylacetat (4 m/ einer 0,4-proz. Lésung) zur 
Ausfallung der Proteine aus 2 ml Serum in 10 m/ Gesamtansatz gerade 
noch ausreichen wiirden, wihrend die Vorschrift von Neubauer (1 ml 
Serum, 3ml Wasser, 1 ml 1,55-proz. Uranylacetatlésung) 31 mg _ver- 
langt. Doch miiBte man den py-Wert durch Saéurezusatz auf 5,1 nach- 
stellen, da 16 mg Uranylacetat allein py 5,78 ergeben, wobei keine quan- 
titative Ausfallung erfolgt. Neubauer erreicht also mit dem Uranyl- 
acetatiiberschuB eine automatische Einstellung des optimalen px-Wertes. 

Auffallend ist die Ahnlichkeit der Abb. 1 u. 2. Dies besagt einmal, da8 der 
Niederschlag keine konstante Zusammensetzung besitzt, sondern um so mehr 
Uranylacetat enthalt, je mehr fiir die Fallung eingesetzt wird. Zum andern zeigt 
sich, daB sich das Uranylion bei allen Fallungsbedingungen ungefahr ebenso zwischen 
Lésung und Niederschlag verteilt wie das Protein. Dies scheint darauf hinzuweisen, 
daB sowohl das geliéste als auch das gefallte Protein Uranylionen mit etwa der 
gleichen Affinitét binden, daB aber eine Ausfallung erst von einer bestimmten, fiir 
verschiedene Proteine verschieden starken Beladung mit Uranylionen an eintritt. 

An den Stellen der Kurven, an denen keine vollstandige Fallung 
auftritt, lieBen sich nun prinzipiell Fraktionierungseffekte erwarten. 
Diese konnten auch papierelektrophoretisch bei Untersuchung der ge- 
fallten und iiberstehenden Fraktionen nachgewiesen werden. Unter den 
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Fraktionierungsbedingungen verdienen zwei besonders hervorgehoben zu 
werden, da sie zur einfachen praparativen Gewinnung elektrophoretisch 
reiner Serumproteinfraktionen in guter Ausbeute geeignet sind. Bei pg 
4,3 fallt als letzte der Proteinfraktionen eine elektrophoretisch reine 
y-Globulinfraktion (Abb. 5). Durch Anwendung einer zur vollstiandigen 
Fallung unzureichenden Uranylacetatmenge !aBt sich diese in einer Aus. 
beute von etwa 9% des Gesamtproteins gewinnen (Methodik 6). Bei 
pu 3—4 fallt ferner als erste Fraktion eine elektrophoretisch reine 
«,-Globulinfraktion aus (daher erreichen die Kurven Abb. 1 u. 2 auch 
bei pu 3 noch nicht die Nullinie). Diese lieB sich durch Fallung bei px 3,25 
mit wenig Uranylacetat in einer Ausbeute von etwa 5% des Gesamt- 
proteins gewinnen (Methodik 7). Obwohl die angegebenen Vorschriften 
nicht zur Erzielung héchster Ausbeuten, sondern zur Gewinnung elektro. 
phoretisch reiner Fraktionen ausgesucht wurden, erscheint es bemerkens. 
wert, daB damit wohl fast die ganze «,-Globulinfraktion und ein erheb. 
licher Teil der y-Globulinfraktion durch ein einfaches, einstufiges Fil. 
lungsverfahren praiparativ zuganglich werden (auch hieriiber werden wir 
in einer weiteren Arbeit berichten). 


Zusammenfassung 


Die Ausfallung der Serumproteine durch Uranylacetat in Abhangig- 
keit vom pu, von der Uranylacetatmenge und vom Proteingehalt der 
Ansiatze wird quantitativ erfaBt. Das p-Optimum fiir die Ausfallung 





liegt bei 5,1. Bei der EnteiweiBung nach Neubauer stellt sich dieser 
optimale py-Wert ein. Durch Fallung mit Uranylacetat lassen sich aus F 
menschlichem Mischserum bei py 3,25 als erste ausfallende Fraktion 


elektrophoretisch reine «,-Globuline (5° vom Gesamtprotein) und bei | 
py 4,3 als letzte ausfallende Fraktion elektrophoretisch reine y-Globuline fF 


(9% vom Gesamtprotein) darstellen. 


Summary 


The precipitation of serum proteins by uranyl acetate has been 
investigated quantitatively as a function of the py, uranyl acetate pro- 
portion and protein content of the mixture. The optimum py for the 
precipitation of 5.1 is attained when deproteinization is carried out by 
the method of Neubauer. When human mixed serum is precipitated 
with uranyl acetate at py 3.25 the first fraction obtained consists of 


electrophoretically pure «-globulins which form 5 per cent of the total | 
protein. At py 4.3 electrophoretically pure y-globulins, which form 9 per F 
cent of the total protein, are obtained as final fraction. j 
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Vorkommen leukocytotaktischer Polysaccharide 
in bakteriellem, pflanzlichem und tierischem Ausgangs- 
material 
Von 
R. Meier und B. Schir 


Aus den Forschungslaboratorien der CIBA Aktiengesellschaft Basel, 
Pharmazeutische Abteilung 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1956) 


In fritheren Arbeiten haben wir die hohe leukocytotaktische Wirkung 
von Polysacchariden verschiedener, besonders bakterieller Herkunft, be- 
schrieben!. Die gleichen Stoffe, die chemotaktisch wirken, rufen Granu- 
lomgewebssteigerung hervor. Andere Wirkungen von Polysacchariden, 
pyrogene, infektionshemmende, antianaphylaktische und virushem- 
mende, scheinen nur z. T. direkt mit der leukocytotaktischen vergesell- 
schaftet zu sein?. Auch Polysaccharide, die auf Granulocyten schwach 
oder nicht chemotaktisch wirken, kénnen interessante Eigenschaften 
besitzen, z. B. die Beeinflussung des Monocytenwachstums. 

Es scheint von grundsiatzlichem Interesse, das Vorkommen leuko- 
cytotaktischer Stoffe in den verschiedenen Ausgangsmaterialien darzu- 
legen. Eine solche Ubersicht hat auSer den in ihr enthaltenen Daten 
Bedeutung, da sie durch Beurteilung einer biologischen Wirkung bei 
méglichst vielen Typen von Polysacchariden als Grundlage fiir die Diffe- 
renzierung der verschiedenen, in diesen Stoffen gegebenen Wirkungs- 
qualitaten dienen kann. Auf Grund der Arbeiten von Westphal}, 
Morgan?*, Springer’, Pillemer®, Shear’, Fritze® u. a. sowie unserer 


1 R. Meier u. B.Schar, Experientia [Basel] 7, 308 [1951]; 9, 93 [1953]; 
10, 376 [1954]; R. Meier, P. A. Desaulles u. B. Schar, Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 224, 104 [1955]; R. Meier, B.Schar u. F. 
Kradolfer, Experientia [Basel] 11, 180 [1955]; B.Schar u. R. Meier, Ex- 
perientia [Basel] 11, 272 [1955]. 

* R. Meier u. L. Neipp, Schweiz. med. Wschr. 86, 249 [1956]; R. Meier 


| uF. Kradolfer, Experientia [Basel] 12, 205 [1956]; R. Meier, H. J. Bein u. 
' R. Jaques, Experientia [Basel] 12, 235 [1956]; R. Meier, P. A. Desaulles u. 


B, Schar, Verh. Naturforsch. Ges. Basel 67, 447 [1956]. 

3 E. Eichenberger, M.Schmidhauser-Kopp, H. Hurni, M. Fricsay 
u. O. Westphal, Schweiz. med. Wsclir. 85, 1190, 1213 [1955]; E. Neter, O. 
Westphal, O. Liideritz, E. A. Corzynsky u. E. Eichenberger, J. Immuno- 
logy 76, 377 [1956]. 
rte 4 R. A. Gibbons, W. T. J. Morgan u. M. Gibbons, Biochem. J. 60, 428 
1955]. 


° G. F. Springer, Naturwissenschaften 48, 93 [1956]. 

° M. Landy u. L. Pillemer, J. exp. Medicine 103, 823 [1956]. 

* M. J. Shear u. A. Perrault, Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 1, 1 [1953]. 
* E. Fritze u. F. Wendt, Klin. Wschr. 38, 575 [1955]. 
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eigenen Arbeiten erscheint es unerliBlich, die pharmakologischen Quali- 
taten von Polysacchariden verschiedener Herkunft eingehender zu 
charakterisieren, wenn bei ihrer Bearbeitung der Zusammenhang der 
Wirkungsspezifitat mit anderen Eigenschaften erkannt werden soll. 
Die Zusammenfassung ist auch dazu geeignet, die chemischen Kompo-. 
nenten vorlaéufig zu charakterisieren, die die verschiedenen Wirkungen 
bestimmen. 

Wir stellen die Ergebnisse der Versuche nach der Herkunft der 
Praparate, bakterielle, pflanzliche und tierische Produkte, zusammen. 
So wird am leichtesten eine Differenzierung der Materialien erhalten, 
wobei immer in Betracht gezogen werden muB, daB diese physikalisch. 
chemisch nicht alle homogen sind. 


Methode 


Die Leukocytenauswanderung in vitro wird in einer Petrischale vorgenommen, 
deren Boden aus photographisch verwendbarem Glasmaterial besteht und dessen 
Durchmesser nicht variiert. Die in ein Gemisch von Plasma und Embryonalextrakt 
eingebetteten Blutleukocyten werden mit dem Starmesser in Wiirfel von etwa 2 mm 
Kantenlange geschnitten und in ein Medium aus Plasma und einer geringeren 
Menge Embryonalextrakt eingebettet. Das Auswanderungsareal wird mehrmals 
planimetriert. Die Planimeterwerte kénnen bei Verwendung von Leukocyten eines 
Tieres und eines fiir alle Kulturschalen gleichbleibenden Plasma-Embryonal- 
extraktgemisches direkt miteinander verglichen werden. Das Mitfiihren einer 
bekannten Testsubstanz erweitert die quantitative Brauchbarkeit dieser Methode. 


Besprechung der Ergebnisse 
I. Bakterielle Produkte 


Auf Grund der Untersuchungen einer groBen Auswahl von Poly- 
sacchariden verschiedener Bakterien k6nnen unsere friheren Folge- 
rungen als gesichert gelten. Die chemotaktische Wirkung ist eine cha- 
rakteristische Eigenschaft der ,,Lipopolysaccharide‘‘ von gramnegativen 
Bakterien. Die wirksame Substanz findet sich sowohl in den Bakterien- 
riickstiénden wie im Kulturfiltrat. Die Produktion oder Wirksamkeit 
leukocytotaktischer Stoffe schwankt, unter Beriicksichtigung der Kultur- 
bedingungen und des Wachstums, sowohl bei Keimen derselben Familie. 
als auch bei den verschiedenen gramnegativen Bakterienstémmen. Hoch- 
aktive Priparate sind tiber 102° (0,0001 y/cem) wirksam. Solche 
finden sich unter den Protews- und Pasteurella-Gattungen. Eine weitere 
Gruppe von Priaparaten zeigt eine Wirksamkeit noch bei 10-8. Unter 
diesen sind gewisse Coli, Paracolon, Salmonellen und Shigellen. 

Spezifische Polysaccharide sind etwas weniger wirksam als Voll- 
antigen, O-Antigene scheinen wirksamer zu sein als Vi-Antigene; dieser 
Befund mu8B aber noch durch weitere Beispiele erhartet und durch 
Untersuchungen von O- und Vi-Antigenen desselben Keimes bestitigt 
werden. Polysaccharide aus Smooth- und Rough-Formen von Pasteurella 
pseudotuberculosis zeigen dieselbe leukocytotaktische Wirksamkeit. Das 
lipoidarmere Polysaccharid von Jesaitis und Goebel ist etwas weniger 
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wirksam als das lipoidhaltigere. Neben diesen hochwirksamen finden 
sich wenige Préiparate gramnegativer Bakterien, die eine geringe oder 
keine Wirksamkeit zeigen. Nur einzelne Typen von polysaccharidartigen 
Stoffen aus gramnegativen Bakterien, z. B. Salmonella gallinarum, be- 
sitzen keine chemotaktische Wirkung. Bei diesen handelt es sich wohl 
um abweichende Typen. Es kann vorliufig nicht entschieden werden, 
ob dies durch geringere Wirksamkeit des Polysaccharids bedingt ist 
oder ob es eine Folge des Reinheitsgrades oder der Herstellungs- 
methode ist. Bemerkenswert ist jedoch, daB Praparate gleicher Aktivitat 
aus denselben Keimen nach verschiedenen Darstellungsarten gewonnen 
werden kénnen. 

Unwirksam waren bisher alle untersuchten Polysaccharide gram- 
positiver Bakterien, obwohl diese in anderer Hinsicht sehr hohe Wirk- 
samkeit zeigen. DaB chemotaktisch wirksame Stoffe auch bei gram- 
positiven Bakterien vorhanden sein miissen, ergibt sich daraus, daB die 
lebenden Bakterien in der Gewebekultur chemotaktische Wirkung zeigen 
und von solchen Nahrbéden auch wirksame Filtrate gewonnen werden 
kénnen®. Die Natur der chemotaktisch wirksamen Stoffe dieser Bak- 
terienart bleibt somit vorlaufig unbekannt. 

Die bisher gepriiften Polysaccharide von Mycobakterien sind simt- 
lich unwirksam. Der Befund stimmt damit tiberein, daB auch lebende 
The-Bazillen auf Plasmanaéhrboden nicht chemotaktisch wirken. Dies ist 
wohl durch abweichende Strukturen dieser Polysaccharide im Vergleich 
zu denen gramnegativer Bakterien bedingt. 

Andere Polysaccharidprodukte von Bakterien, z. B. Dextrane, sind 
unwirksam. 

II. Pflanzliche Polysaccharide 


Es ist wohl sicher anzunehmen, daB die gepriiften Pflanzenpoly- 
saccharide verschiedenen chemischen Gruppen angehéren. So gehéren 
Agar und Carrageen in die Gruppe der Polysulfosiuren; andere Stoffe, 
wie z. B. die aus Taxus®, sind wohl reine Polysaccharide. Sie enthalten 
kein Lipoid, keine Sulfonsiuregruppen und kein Hexosamin. Eine eigene 
Gruppe bilden die Pektine und ihre Derivate. Die Zusammenfassung 
dieser Stoffe in chemische Untergruppen ist deshalb nur als eine provi- 


_ sorische anzusehen. 


Die meisten Produkte aus Pflanzen sind unwirksam. Bemerkens- 
werterweise zeigen jedoch zwei Priparate eine relativ hohe Wirksamkeit, 
nimlich ein Polysaccharid aus Mandrake und Pektin aus Cantaloupe. 
Das ist auffallend und scheint dafiir zu sprechen, daB diese Stoffe be- 
sondere, von den anderen abweichende Eigenschaften besitzen. 

Die Wirksamkeit eines ,,Bodenpolysaccharids“ ist nicht leicht zu 
interpretieren, da die Natur desselben nicht bekannt ist. Méglich ist, 
da8 es sich bei diesem um ein Bakterienprodukt handelt, so daB es in 
die Gruppe I gehéren wiirde. 


® R. Meier, Helv. chim. Acta 24, 134 [1941]. 
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III. Polysaccharide tierischer Herkunft 


Im tierischen Organismus kommen einerseits verschiedene Typen 
von Polysacchariden vor, andererseits ergeben sich je nach Ausgangs. 
materialien differente Gruppen. Eine Ordnung ist nur z. T. méglich. 
Sulfonsdéurederivate wie Heparin und Chondroitin sind ohne spezifische 
Wirksamkeit. Mucoide aus Ovarium und analogen Materialien sind eben. 
so unwirksam. Eine weitere Gruppe von nur schwach wirksamen Pro. 
dukten umfaBt Mucopolysaccharide von Blutgruppencharakter, Intrin- 
sic-Faktor, Gottschalkscher Virus-Inhibitor, Mucopolysaccharide und 
ahnliche. Ferner sind Glykogene ohne Effekt in den gepriiften Konzen. 
trationen. Eine Wirkung, die von Chambers bei hohen Konzentra. 
tionen gefunden wurde?®, ist somit von einem ganz anderen Typus, 
wie z. B. die der Bakterienpolysaccharide. Wenig oder nicht wirksam 
sind auch Mucopolysaccharide aus Milch. Die stark wirksamen Poly. 
saccharide umfassen einzelne Mucopolysaccharide aus Harn und un. 





reinere Praparate aus Mekonium, aber vor allem solche aus verschiedenen Gra 
Organen wie Placenta, Tumoren, Leber, Duodenum und Kollagen. Die F Piro 
wirksamsten sind diejenigen aus Placenta, Tumoren und Kollagen. Unter - 
den aktiven Praparaten aus Harn finden sich besonders Fraktionen aus FB peep, 
Schwangerenurin; sie fallen bei der Herstellung von Chorion-Gonado. B Esch 
tropin an, sind aber wohl nicht mit der gonadotropen Fraktion identisch. BF 2sch 
Da im Schwangerenserum und in Serum-Gonadotropinpraparaten leuko. F = 
cytotaktische Stoffe nicht nachweisbar sind, kénnen sie im Serum durch F pa. 
antagonistische Stoffe verdeckt sein, oder aber die im Serum vorliegenden — Klebs 
Stoffe sind von den im Urin vorkommenden verschieden, sei es, daf — Para 
ihnen Begleitstoffe fehlen oder daB sie etwas andere Komplexe darstellen. F Pm 
In diesen wirksamen Gruppen finden sich wahrscheinlich verschiedene F prot, 
Polysaccharidtypen, doch ist auf Grund dieser Ubersicht wahrscheinlich, F _riic 
da8 die chemotaktischen Polysaccharide des tierischen Organismus eine J Prote 
nach Herkunft und wohl auch chemischer Natur abgrenzbare Gruppe f Pe 
bilden. ont 
Diskussion ae 
Die Zusammenstellung unserer Befunde iiber die chemotaktisch F Salm. 
wirksamen Polysaccharide zeigt eindeutig, daB die chemotaktische Wir pong 
kung an bestimmte Typen von Polysacchariden gebunden ist. Hoch-F gajjn. 
wirksame Stoffe sind die ,,spezifischen“ Polysaccharide der gramnega- fF Salm. 
tiven Bakterien, ebenso wirksame finden sich in einzelnen Organen bzaw.f_, Pol 
Produkten des tierischen Organismus. Gewisse Molekularaggregate schei- > Be 
nen bei sonst gleicher wirksamer Grundstruktur eine Verstarkung dieser F gqjyp, 
Wirkung zu bedingen. Eine optimale MolekulargréBe ist notwendig. = . 
- i 


Unsere Befunde zeigen weiter, dali die Untersuchungsmethodik ge- Sh sh; 
eignet ist, chemotaktisch wirksame Stoffe quantitativ zu ermitteln. Es} gq, 94, 


10 R. Chambers u. C. G. Grand, J. cellular comparat. Physiol. 8, 1 [1936]; Sh. so 
9, 165 [1936]. ' hyd 
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ist méglich, diese Substanzen aufzufinden und ihren Gehalt in bio- 
logischen Materialien mit dem angewandten Verfahren zu bestimmen. 
Weitere Untersuchungen in der vorliegenden Richtung sollten eine Auf- 
klarung der konstitutionellen Zusammenhange und der biologischen Be- 


deutung erméglichen. 


Wir sind verschiedenen Forschern, deren Namen in der Tab. angefiihrt sind, 
zu groBtem Danke verpflichtet, da sie uns bereitwilligerweise eine groBe Zahl von 
Poly: sacchariden fiir unsere Untersuchungen zur etiieeities gestellt haben. 


Tab. 1. Polysaccharide bakterieller Herkunft. 





Wirkung an der Leukocyten- 



































Herkunft Hersteller auswanderung. Konz. 10-* 
x=] 4/5 | 6 | 8 | 9 | 10 
Gramnegative Bakterien 
Piromen (Pseudomonas) Travenol (| +]@ 
Chrombacterium violaceum | Davies + +1@Q@ 
S Coieque. .... Todd +/+]+{1+ |(4+)1 2 
| Escherichia coli . Davies +/+ ]/+{1@ 
Escherichia coli Ogg Springer a fee | eet suit {: 
| Escherichia coli, Vi antigen | Springer +|@ 
Escherichia Freundii Ps. Springer +i|+4@ 
| A.aerogenes . . Wilkinson +] + [(+)| @ 
Bac. Friedlénder Typ A Ps, Heidelberger ta |) tallest ee 
Klebsiella pneumoniae . . | Davies +/+/,+1@ 
ParacolonI Ps... . . Springer se We pe eaten hotest 
Paracolon II Ps. Springer to este lissteelcst ule 
Serratia marcescens Shear +/+ ]+/1(+)1@ 
| Proteus Ps., Bakterien- 
' iickstand .. . Kahnt ae se oe We 
| Proteus, Kulturflissigkeit Kahnt je Wi. ae Hieadietate tae oe 
| Proteus OxK Ps... . Springer Oi 
Ebertella typhosa a) O som. 
antigen . . . . | Davies iF | +e aee® 
Ebertella typhosa b) oO 
spez. lipopolysacch. Davies alee oe || ele 
Salm. typhimurium . Davies Star | Syste | Pear (it | he (2. 
| Salm. montevideo Davies a oe | ae oe 
Salm. abortus equi . . | Todd +i +], +17/+/@ 
Salm. typhi, O antigen . . |Inst.Pasteur| + | + | + | + | @ 
- Salm. gallinarum, saures 
_ Polyosid . Inst.Pasteur} + | O | © 
Salm. gallinarum, alkali- 
sches Polyosid Inst.Pasteur| OM | O@ | @ 
| Salm. Worthington, Frakt. Springer +/+1@ 
| Sh. shigae, full antigen . Morgan - i+ | + 
Sh. shigae, specific Ps. . Morgan see 
Sh.shigae a)O som.antigen | Davies oat | ce 
Sh.shigae b) O spez. Li- 
popolysacch,. .... Davies sie | pose: 
Sh. sonnei, Lipocarbo- Jesaitis/ 
DYOKAS, 2h. a Goebel Tien Wasi [esr 
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Tab. 1 (Fortsetzung). 





Herkunft 


Hersteller 


Wirkung an der Leukocyten- 
auswanderung. Konz. 10-* 





x= 5 


6 


7 8 





Pasteurella pseudotuber- 
culosis a)smooth . . . 
Pasteurella pseudotuber- 
culosis b) rough. . . 
Pasteurella pestis a) PPP . 
Pasteurella pestis a) PP 


Grampositive Bakterien 
Anthrax 
PneumokokkenV .... 
Pneumokokken III. . . . 
Ps. aus Streptococcus pyo- 


Mycobakterien 


Ps. aus Phosphatid phlei . 
Ps. aus Phosphatid BCG . 


Ps. aus Phosphatid Marmo- 


rek 
Ps. aus ee SBE H37 Ry 


. aus Wachs D Canetti . 
. aus Mycob. Tub. Bov. 
. aus Mycob, Leprae . . 
. aus bov. Mycob. Stamm 
. aus Wachs H;, 
. aus Frakt. aus Kultur 
v. BCG 

Ps, avs I Seiberth . 

Ps. aus II Seiberth 





Davies 


Davies 
Davies 
Davies 


Smith 
Squibb 
Squibb 


Q Ag 


Springer 


Lederer 
Lederer 


Lederer 


Lederer 
Lederer 
Anderson 
Anderson 
Anderson 
Anderson 


Lederer 
Lederer 
Lederer 


VAQ: VAY 
WV’ BVAVAN Q Q 























Tab. 2. Polysaccharide pflanzlicher Herkunft. 





Herkunft 


| Hersteller 


Wirkung an der Leukocyten- 
auswanderung. Konz. 10-* 





x= 


ou 


Care. 





Konjaku Mannan 
Hefemannan 
Salepmannan 


Oxydiertes Carubin. 
Tnulin 
Flohsamenschleim 
Quittenschleim 
Tamarindenschleim 


Deuel 


VQVQ+7QAVY | * 














QVAVNAQVYVY 
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Tab. 2 (Fortsetzung). 





H 7 Wirkung an der Leukocyten- 
Herkunft ceed auswanderung. Konz. 10-* 


+ 5 6 (il 








Corn fiber gum. . . 


Bodenpolysacch. I . . 
Bodenpolysacch. IT. 
Agar-Agar 
Carrageen . 
S Pektin . . Lee een 
' Pektinséure-methylester . . 
| Pektinsiure-athylenglykol- 
2 ne ise ere 
| Pektinsiure-propylenglykol- Deuel 
ester... : 
Pektinsiureamid . 
Athylendiaminderivat der 
Pektinsaure . Seva 
Hexamethylendiaminderivat 
der Pektinsiure . ae 
Alginsaéure-methylester I u. II 
Alginsiure-glykolester 
Alginsiureamid ...... | 
Ps. aus T'axus stem. . .. | Springer 
Ps. aus Taxus baccata. . . . | Springer 
. aus Taxus cuspidataSamen | Springer 
. Spanish onion Pesto Sid ] 





QVAVADQDA Q QQ Q_ QVRAQVRA 





QQ VQYQNNASA|Q Q VQ Q QQQVidyga 


3s. Tomato . . 


s. Mandrake A . 


1 
T 


s. Mandrake B. . 


nl 
T 


Shear 
Perrault 


Q 


. Tobacco uneured 


| 
- 


. Cantaloupe pectin . . 


Q 


s. Bryonia soluble . 


Q 


. Bryonia insoluble . 
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Tab. 3. Polysaccharide tierischer Herkunft. 





Herkunft 


Hersteller 


Wirkung an der Leukocy en- 
auswanderung. Konz. 10 * 





x = 


4 5 6 7 8 | 9 





Ovomucoid . : 

Ovomucoid crude 

Ovomucoid purified . . 

Seromucoid . 

Serum Mucoproteid f. cancer 
pat. CM 12 

Carbohydrate f. cow serum prot. 

Muco-Ps. f. hum. serum globulin 

Sheep salivary mucoid... . 

Crude Hog gastric mucine. . . 

Hog gastric mucine purified . 

Ps. f. mouse stomac . . 

Ps. f. mouse liver : 

Cattle duodenum Ps. contain. 
protein. . : 

Intrinsic factor P, crude 

Intrinsic factor P, purified 

Blood group substance 0 743/55 

Blood group substance A 742/55 

Ca IIb hum. blood group (0) H 

Prap. von Blutgruppenfrakt. A 


Virus inhibitor 
Ps. f. rabbit skin 
Human placenta Ps. . . 


Ps. aus Ovarialcystenfliissigkeit 


Ps. f. mouse sarcoma . 

Ps. f. mouse carcinoma . . . 

Ps.f.mouselymphoma. . . . 

High mol. fract. of amniotic 
fluid (hum.) deprot. AM2b . 

Mekonium Ps. deprot. BH 4 
blood group B. 

Mekonium Ps. deprot. AH 5 
blood group A. 


High mol. hum. milk fract. H. M. 


50/60°, deprot 
Human milk oligosacch. 
Urinary Ps. f. normal female 
Urinary mucoprotein fract. A, . 
Prap. aus Schwangernharn (471) 
Degraded collagen 
Collagen 
L-Glykogen 





Worthington 
Deutsch 
Deutsch 
Rimington 


Edward 
Keyser 
Dische 
Mc Crea 


Wilson 
Shear 
Shear 


Springer 
Thuillier 
Thuillier 
Smith 
Smith 
Springer 
Morgan/ 
Lederer 
Gottschalk 
Shear 
Shear 
Kahnt/Benz 
Kahnt/Benz 
Kahnt/Benz 
Kahnt/Benz 
Shear 
Shear 
Shear 


Springer 
Springer 
Springer 


Springer 
Springer 
Edward 
McLaglan 
Benz 
Dische 
Heymann 
Laszt 





FFRAQ BQ QVQY 


+QQQU+FLQ QHQVA+ 


~— 
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Tab. 3 (Foriseizung). 





on Wirkung an der Leukocyten- 


Herkunft auswanderung. Konz. 10-* 


x=| 4|5,6/7{]|8 | 9 








§-Glykogen Laszt (—) 7) | 
X-Glykogen Laszt @ D 
Chondroitinschwefelsaureester. | Huber f- 
Heparin Smith 4 
Hyaluronsaiure Smith 




















Ps. = Polysaccharid — = Hemmung der Auswanderung 
+ = Férderung der Auswanderung ( = keine Wirkung 


Zusammenfassung 


Von den gepriiften Polysaccharidverbindungen zeigen eine gréBere 
Zahl hohe chemotaktische Wirksamkeit. Solche Verbindungen finden 
sich nur in gramnegativen Bakterien und in einzelnen Extrakten aus 
tierischem Material. 

Unwirksame oder wenig wirksame Polysaccharide werden aus an- 
derem Ausgangsmaterial, wie aus grampositiven Keimen, pflanzlichen 
und verschiedenen tierischen Materialien erhalten. Da letztere z. T. 
chemisch relativ gut charakterisiert sind, ist anzunehmen, daB die hoch- 
wirksamen Polysaccharide in der Struktur von diesen abweichen. 

Einzelne Feststellungen tiber Molekiileigenschaften, die die Wirk- 
samkeit verstairken, werden mitgeteilt. 


Summary 


Polysaccharides obtained from gram-negative bacteria and certain 
animal extracts have been found to show high chemotactic activity on 
leucocytes. Polysaccharides from gram-positive bacteria, vegetable sub- 
stances and the majority of animal materials were found to be inac- 
tive or only weakly active. It is assumed that the highly active poly- 
saccharides differ in their structure from those weakly active and inac- 
tive compounds which are fairly well characterized. Information is 
presented concerning molecular properties which enhance the activity. 
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Uber die Bildung des Lipaimieklarungsfaktors in vitio 
Versuche zur quantitativen Bestimmung 
Von 
Nepomuk Ziéllner, Hans-Dieter Frings und Elisabeth Rothemund 
Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitit Miinchen (Direktor Prof. Dr. W. Seitz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1956) 


Plasma, das durch resorbierte Nahrungsfette getriibt ist (alimentiire F 
Lipimie), kann in vivo durch die intravenése Injektion von Heparin 


in wenigen Minuten geklairt werden, wogegen der Zusatz von Heparin 


in vitro keine Klaérung herbeifiihrt'. Eine Klarung erreicht man jedoch > 
auch in vitro, wenn dem lipaimischen Plasma an Stelle des Heparins> 
ein Plasma zugesetzt wird, das einem Spender kurz nach intravendéser F 
Heparininjektion entnommen wurde?. Diese im Plasma aufgetretene > 


Fahigkeit schreibt man einem Lipamieklarungsfaktor zu. 


Anfinsen und Mitarbb.? haben mit Hilfe von Durchstrémungs.> 
versuchen festgestellt, da8 der Lipimieklarungsfaktor nur in den Orga-F 
nen von Brust und Bauch, nicht dagegen in den Extremititen gebildet F 
wird. Durch Inkubation von Niichternplasma und Heparin mit Homo.> 
> Dabei 


genat aus Muskulatur des Herzens oder des Pylorus konnten sie auch 
in vitro die Bildung eines Klarungsfaktors erreichen. Die mit der Lipamie. f 
klarung in vitro verbundenen Reaktionen lassen sich also folgender. 
maBen formulieren: 


Plasma + Heparin + Herzhomogenat > Klarungsfaktor (1. Schritt) 
Lipamisches Plasma + Klarungsfaktor > Klares Plasma (2. Schritt) 


Dabei bleibt zuniichst offen, ob die Reaktionspartner als Teilnehmerf 


an der Klarungsreaktion oder als Katalysatoren wirken. 


hervorruft, wenn es durch chemische Vorbehandlung seiner gerinnungs- 
hemmenden Eigenschaften weitgehend beraubt wurde*, haben wir die 
Wirkung anderer Mucopolysaccharide gepriift. Die Voraussetzung daz 
war ein hinreichend standardisierter Test. Gegenstand der vorliegenden 
Mitteilung sind Versuche iiber die Grundlagen fiir eine quantitative Be. 
stimmung des Klirungsfaktors und iiber den EinfluB verschiedener 
Mucopolysaccharide auf seine Bildung. Vor uns hat Nikkila® den Ei 


fluB der Versuchsbedingungen auf die Bildung des Klaérungsfaktors inf 


1 P, F. Hahn, Science [New York] 98, 19 [1943]. 


2 N. G. Anderson u. B. Fawcett, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 768 [19505 . 


3 C. B. Anfinsen, E. Boyle u. R. K. Brown, Science [Washington] Ili 
583 [1952]. 


4 N. Zollner, E. Rothemund u. W. Seitz, Klin. Wschr. 82, 1096 [1954)) 


5 FE. Nikkila, Scand. J. clin. Laborat. Invest. 5 [1933], Suppl. 8. 
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vitro untersucht, und Grossman® hat Angaben iiber die Vorausset- 
zungen fiir die quantitative Messung der Klarungsfaktoraktivitat ge- 
macht. Unsere Befunde bestatigen in vielen Punkten die Ergebnisse 
dieser Autoren; soweit unsere Feststellungen mit den alteren nicht iiber- 
einstimmen, werden die Diskrepanzen im weiteren besprochen. 


Versuche 


Versuchsanordnung: Die Bestimmung des im ersten Schritt gebildeten 
Lipamieklarungsfaktors erfolgte durch Inkubation einer Mischung von 1 ccm der 
Lésung des Klarungsfaktors mit 1 ccm alimentar-lipamischen Plasmas oder Serums 
bei 37° und photometrische Bestimmung der Triibungsabnahme im durchfallenden 
Licht (Eppendorf-Photometer, Filter 691 mu, 1-cm-Kuvette). In spiateren Ver- 
suchen wurde gelegentlich an Stelle des lipamischen Serums eine Mischung von 


+ normalem Serum mit einer kiinstlichen Olemulsion verwendet. (Sesamél-Emulsion 


der Fa. Abbott Laboratories, 11 Vol.-% Ol, mit Tween 60 und Glucose stabili- 
siert; zu etwa 5 ccm Serum 1 Tropfen der Emulsion, Einstellung der Triibung auf 
eine Extinktion von 0,600—0,700 durch Zugabe von Serum oder Emulsion.) 


tatsichliche GréBe der Lipaimieklarung (LK) wird ausgedriickt durch die Diffe- 


' renzen folgender Extinktionswerte: 
omo- F 
— » Dabei ist Z, die Extinktion zu Beginn des Klarungsversuches, £; die Extinktion in 
mie: 


ider.— im Kontrollversuch. Im Falle einer Klarung ist das Ergebnis negativ. 


(Z,—E,) — (E{—£,) = [Lipamieklarung LK] 
einem beliebigen Zeitpunkt wahrend des Ablaufes; H' bezeichnet die Extinktionen 


Auswertung der Ergebnisse: Aus einer Abbildung von Anfinsen und 


_ Mitarbb.* sowie aus den Befunden von Grossman® geht hervor, daB die initiale 
' Geschwindigkeit der Triibungsabnahme ein MaB fiir die Menge des im Klarungs- 
 versuch eingesetzten Plasmafaktors ist; Grossman hat demgemaB vorgeschlagen, 
\ die Zeit, die vom Beginn des Versuches bis zur Erreichung eines bestimmten 
_ Extinktionsabfalles verstreicht, als (reziprokes) Ma8 fiir die Klarungsaktivitat zu 
' verwenden. Wir verwenden jedoch die nach Ablauf einer Stunde erreichte Triibung 
» als MaB, nachdem wir, ebenso wie Anfinsen und Mitarbb. (I. c.*, Abb. 3), ge- 
> funden hatten, da8 unter unseren Bedingungen nach Ablauf dieses Intervalls 


keine wesentliche weitere Klarung mehr stattfindet (Tab. 1) und daB auch dieser 
Einstundenwert durch die Menge des eingesetzten Heparins bestimmt wird (Abb. 1). 
Bei gréBeren Versuchen ist der Einstundenwert experimentell handlicher; wir 
glauben aber, daB er auch theoretisch richtig ist. Anfinsen schreibt dem Klarungs- 
faktor die Rolle eines Katalysators zu’. Infolge der von verschiedenen Autoren 


')) nachgewiesenen Reversibilitat der Klarungsreaktion in vivo durch das heparin- 


bindende Protamin*®*, und der quantitativen Beziehung zwischen der Menge des 
eingesetzten Klarungsfaktors und der maximal erreichbaren Klarung in vitro, 
halten wir ihn fiir einen Bestandteil des geklarten Plasmas, der auch bilanzmaBig 


» in die Klarungsreaktion eingeht. 


° M. I. Grossman, J. Lab. clin. Med. 48, 445 [1954]. 

7 R.K. Brown, E. Boyle u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 204, 
423 [1953]. 

8 W. D. Brown, Quart. J. exp. Physiol. 37, 75 [1952]. 

® W. Seitz u. N. Zéllner, Die Medizinische 1955, 955. 
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Tab. 1. Einflu8 der Zeit auf die GréBe der Lipimieklirung. Ansatz fiir den ersten 
Schritt: 0,8 com Citratplasma, 0,8 com Homogenat aus Rattenherz (1 Tl. Herz und 
3 Tle. physiologische Kochsalzlésung), 1 com Heparinlésung bzw. 1 ccm Kochsalz 
lésung in der Kontrolle. Die ersten 3 Zeilen des Versuches a) geben einen Dreifach- 
versuch wieder und zeigen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei veewondaiy 
des gleichen Herzhomogenates; der Vergleich von Versuchen a) und b) zeigt das 


unterschiedliche Verhalten der Kontrollversuche bei Verwendung verschiedener 














Homogenate. 
Im ersten Klarungsreaktion 
Schritt einge- . : , 
; Aus- . Diffe- .  Diffe- . Diffe- 
setztes Heparin gangswert 30 Min. “yon, | 60 Min. “)on, {120 Min. neal 
a) 200y Heparin 0,409 0,208 —0,201 | 0,195 —0,214 
Biochemicum 0,416 0,214 —0,202 | 0,201 —0,215 
,»Roche“ 0,575 0,390 —0,185 | 0,361 —0,214 
Kontrollvers. 0,408 0,310 —0,098 | 0,342 —0,066 
b) je50y Heparin | 0,332 0,160 —0,172 | 0,131 --0,201 
Biochemicum 
,,Roche“ 
Liquemin La 
Roche (5 E) 0,324 0,153 —0,171 | 0,128 —0,196 
Heparin Novo 
(5 E) 0,324 0,146 —0,178 | 0,126 —0,198 
Kontrollvers. 0,313 0,295 —0,018 | 0,306 —0,007 














Die Bildung des Klarungsfaktors erfolgte durch das Zusam- 





LAGS KA ee 





mengeben gleicher Teile Citratplasma (Nativ- oder Konservenplasma) | 


und Herzhomogenat; Heparin oder das zu priifende Polysaccharid wur. 


den in physiologischer Kochsalzlésung gelést oder verdiinnt und zu. 
gesetzt. (Die Ansitze sind den Abbildungen und Tabellen zu entnehmen.) | 


Nach AbschluB der Klarungsfaktorbildung wurde scharf abzentri-/ 


fugiert und die Aktivitaét des nahezu klaren Uberstehenden getestet. 
Zunachst wurde noch einmal gepriift, ob zur Bildung des Klarung 
faktors in vitro alle drei genannten Komponenten des System 


notwendig sind, da nach Nikkila® eine gewisse Lipimieklarung auch)” 


ohne Zusatz von Serum nachgewiesen werden kann. Wir k6nnen dies 
Angabe nicht bestitigen. Der Einsatz von Serum an Stelle von Plasm 

fiihrt auch haufig dazu, daB kein Klirungsfaktor gebildet wird, wahrend 
bei der Verwendung von Plasma Versager selten sind. Tab. 2 zeigt, dab 
alle drei Komponenten notwendig sind. Wir nehmen an, daB in det! 
Versuchen Nikkilas die klarungsfaktorbildende Reaktion wihrend des 
zweiten Schrittes méglich war und dadurch der Befund, da8 Serum in” 
ersten Schritt nicht unbedingt nétig ist, vorgetéuscht wurde. 


Gelegentlich entsteht bei der Inkubation von Rattenherzhomogenat mii = 


Plasma auch ohne Zusatz von Heparin eine gewisse Menge Klarungsfaktor; diese ~ 


Phanomen ist bei Verwendung von Herzen anderer Tiere noch deutlicher. Ein” 


teilweise Reinigung dieses antilipamischen Prinzips war uns méglich?®. ie 


10 N. Zéllner u. E. Rothemund, unveréffentlicht. 4 
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Tab. 2. Die Komponenten des klarungsfaktorbildenden Systems. 
Ansatz: 0,8 ccm Citratplasma, 0,8 ccm Homogenat eines Rattenherzens (1 TI. 
Herz und 3Tle. physiologische Kochsalzlésung), 1 cem Heparinlésung (50 y)* bzw. 
entsprechende Mengen Kochsalzlésung. 30 Min. Inkubation bei 37°. Abzentri- 
fugieren. Bestimmung der Klarungsaktivitat mit 1 ccm des Uberstehenden. 











Klarungsreaktion 
Ansatz im ersten Schritt Aviiiebiaes 
wor 60 Min. Differenz 
Plasma, Homogenat, physiol. NaCl. . 0,805 0,790 —0,015 
Plasma, Heparin, physiol. NaCl . . . 0,765 0,740 —0,025 
Homogenat, Heparin, physiol. NaCl . 0,615 0,590 —0,025 
Plasma, Homogenat, Heparin. . . . 0,740 0,410 —0,330 














* Wenn nicht anders vermerkt, wurde in den Versuchen Heparin Biochemicum ,, Roche‘‘ 
verwendet. 


Tab. 3. EinfluB der Reaktionsdauer auf die Bildung des Klarungsfaktors. 
Ansatz wie in Tab. 2. Bestimmung des Klarungsfaktors durch Messung der Lipaimie- 
klarung (LK) nach 90 Minuten. Versuch a) Mischung bei Zimmertemperatur, 
Inkubation bei 37°, Versuch b) Mischung bei 6°, Inkubation bei 37°. Zentrifugieren 

in der Kihlzentrifuge. 





a) | b) 








Reaktions- 
dauer (Min.) 10 30 60 120 0 30 0 30 
LK n. 90 Min. | —0,085  —0,085  —0,070 —0,070 —0,060 —0,060 —0,083 0,086 - 


Bei der Priifung der Zeitdauer der Bildung des Klarungsfak- 
tors (Tab. 3) zeigte sich, daB diese auch bei tiefen Temperaturen mit 
so groBer Geschwindigkeit erfolgt, daB die von Anfinsen’ vermutete 
enzymatische Bildung des Klaérungsfaktors unwahrscheinlich ist. 

Weitere Untersuchungen ergaben, daB die Bildung des Klarungs- 
faktors direkt proportional zur Homogenatkonzentration ist. Das 
Herz enthalt die zur Klérungsfaktorbildung notwendige Substanz also 
nicht im UberschuB. Dies ist angesichts des raschen Reaktionsablaufes 
des ersten Schrittes ein weiteres Argument gegen seine enzymatische 
Natur. Fiir die Testung heparinartiger Substanzen ware also eine még- 
lichst hohe Homogenatkonzentration wiinschenswert; aus technischen 
Griinden (Leerwert, Pipettieren) wurde in den spiteren Versuchen eine 
Homogenatkonzentration von 25 Vol.-% verwendet. Unsere Versuchs- 
bedingungen im ersten Schritt sind dadurch nicht ganz optimal. Auch 
der EinfluB der Plasmakonzentration auf die Bildung des Klarungs- 
faktors wurde untersucht. Es zeigte sich, daB die verwendete Plasma- 
menge (l1cem pro Ansatz) die Klarungsfaktorbildung nicht begrenzt 
und das zugesetzte Plasma ausreicht, um eine maximale Faktorbildung 
zu gewihrleisten. Beide Befunde sind in Ubereinstimmung mit Ergeb- 
nissen von Nikkila®. 

8* 
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Der EinfluB verschiedener Salze und Puffer wurde bereits von Anfinsen 
und seinen Mitarbb.’ sehr griindlich untersucht. Demnach hemmt Kochsalz in 
héheren Konzentrationen die Bildung des Klarungsfaktors, physiologische Salz- 
konzentrationen haben allerdings noch keinen Einflu8B. Auch der py-Wert des 
ersten Schrittes ist keine kritische GréBe, und die Pufferung der Bildungsreaktion 
durch die Proteine des Homogenats reicht aus. 


EinfluB der Mucopolysaccharide auf die Bildung 
des Klarungsfaktors 


Untersucht man mit Hilfe des nun genauer definierten Testsystems 
den Einflu8 verschiedener Heparinkonzentrationen auf die Bil- 
dung des Klarungsfaktors, so ergibt sich, daB der Zusatz von steigenden 





| | | Abb. 1. EinfluB der Konzentra- 

tion des Heparins in Schritt 1 auf 
f; die Lipimieklarung in Schritt 2. 
Versuchstechnik wie in Tab. 1 und 
2, Ablesung der Lipaimieklarung 
60 bzw. 90 Min. nach Beginn des 
2. Schrittes. Ordinate Lipamie- 
klarung (siehe Text), Abszisse 
Heparinkonzentration im ersten 
Schritt (in y/cem Ansatz, logarith- 
mischer MaBstab). Der Vergleich 
der 4 Versuche, die unter Verwen- 
dung von Homogenaten aus Herzen 
verschiedener Ratten, im iibrigen 
aber mit identischer Anordnung 
durchgefiihrt wurden, zeigt, daB 
die Eigenschaften des Homogena- 
tes die Klarungsfaktorbildung 

stark beeinflussen. 
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Mengen Heparin zu steigender Klirungsaktivitat fiihrt bis zu einem 
Maximum der Klarungsaktivitaét bei Konzentrationen. zwischen 20 und | 
200 y/eem; héhere Heparinmengen wirken hemmend (Abb. 1). Als Er- | 
klérung fiir diese Beziehungen nehmen wir an, daf in unserem Versuchs- 
ansatz nur eine bestimmte Menge Heparin zur Klaérungsfaktorbildung 
verwertet werden kann und daf der Rest als freies Heparin mit in den 
Ansatz der Klarungsreaktion gelangt. Wie Brown, Boyle und An- 
finsen’ fanden, wird die Klarungsreaktion durch Heparin gehemmt, | 
und zwar fihrte in ihren Versuchen ein Zusatz von 46 y reinem Heparin [ 
pro cem zu einer Hemmung von 75%. Unter der Annahme, daB im Maxi- [7 
mum der Klaérungsfaktorbildung auch die maximale Heparinverwertung [| 
des ersten Schrittes stattfindet, kann man aus Abb. 1 entnehmen, wieviel f 
Heparin in den Versuchen mit héherer Heparinkonzentration in die [7 
Klarungsreaktion hiniibergenommen wird. Die Angabe von Anfinsen | 
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und Mitarbeitern, daB das von ihnen verwendete Praparat 60 Einheiten 
pro mg enthielt und 46% rein war (wahrend unser Praparat 95 Einheiten 
pro mg enthielt), kann man einem Vergleich der Befunde zugrunde 
legen. Es ergaben sich in unseren Versuchen Hemmungen der Lipimie- 
klarung von 10—30% bei Heparinkonzentrationen von 40 y—60 y 
reinen Heparins pro ccm. Die gute Ubereinstimmung mit den Zahlen 
der amerikanischen Autoren legt die Vermutung nahe, da® die geringere 
Klarung in Ansatzen mit hohen Heparinkonzentrationen durch eine 
Hemmung der Lipamieklarung, nicht aber durch eine geringere Kli- 
rungsfaktorbildung hervorgerufen wird. 

Diese Beziehungen sind fiir den Vergleich verschiedener Muco- 
polysaccharide beziiglich ihrer Fahigkeit, Klarungsfaktor zu bilden, 
von Bedeutung, zeigen sie doch, daB fiir jedes Praparat gepriift werden 
muB, ob nicht durch starke Hemmung der Lipaimieklarung eine fehlende 
Klarungsfaktorbildung vorgetiuscht wird. Abb. 2 zeigt die Ergebnisse 
von Versuchen, in denen Mucopolysaccharide einem Ansatz aus Klarungs- 
faktor und lipimischem Plasma zugesetzt wurden. Eine deutliche Hem- 
mung der Lipimieklarung wird nur bei «-Heparin und Thrombocid be- 
obachtet. 6-Heparin hemmt gering, und zwar erst bei einer Konzen- 
tration von 2 mg/cem; dies entspricht der Beobachtung, daB die Kla- 
rungsfaktorbildung durch /-Heparin in den gepriiften Konzentrationen 
noch kein Maximum zeigt (s. u. sowie Abb. 3). Nachdem Anfinsen und 
seine Mitarbeiter gezeigt haben, daB fiir die Klarung nicht nur der Kla- 
rungsfaktor, sondern auch ein Coprotein im Plasma notig ist, fassen wir 
die Hemmung der Klarung durch Heparin oder Heparinoide als Wett- 
bewerb zwischen Heparin (oder Heparinoid) und heparinhaltigem K1a- 
rungsfaktor um die Bindung an Coprotein auf. Eine Hemmung der Kla- 
rungsreaktion durch Hyaluronsiure ist nicht sicher, Chondroitinschwefel- 
siure und Alginsaéure wirken bestimmt nicht hemmend. Dies beweist, 
daB diese Substanzen die Wirkung des Klarungsfaktors nicht verdecken. 

An verschiedenen Homogenaten wurden die klarungsfaktorbildenden 
Wirkungen mehrerer Konzentrationen von «- und /-Heparin* ver- 
glichen. Abb. 3 zeigt mit zwei Versuchen, daB die Kurven links vom 
Kliérungsmaximum im allgemeinen parallel laufen: Eine bestimmte 
Menge /-Heparin ruft (mit einer Ausnahme) die gleiche Menge Klarungs- 
faktor hervor wie ihr hundertster Gewichtsteil «-Heparin. «-Heparin ist 
also beziiglich der Lipimieklarung hundertmal aktiver als £-Heparin. 
(Dies steht im Gegensatz zur antikoagulatorischen Wirkung, die beim 
a-Heparin (je nach Herkunft der Praiparate) gleich oder héchstens vier- 
mal gr6Ber als beim £-Heparin ist". 

Nachdem der Versuch mit /-Heparin gezeigt hatte, daB bei ver- 
schieden starken Lipimieklirungen die gleiche Relation zwischen der 


* Fir die Uberlassung von f-Heparin aus Rinderlunge (Charge 1-2232/782) 
danken wir der Hoffmann-La Roche A.-G. 
1 R. Marbet u. A. Winterstein, Experientia [Basel 8, 41 [1952]. 
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klarungsfaktorbildenden Wirksamkeit von «- und £-Heparin bestand, 
haben wir in weiteren Vergleichsversuchen jeweils nur eine Konzentration 
der einen Substanz mit mehreren Konzentrationen der anderen ver- 
glichen. Dies zeigt Abb. 4 an Hand des Thrombocids und seines Depoiy- 
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Abb. 2. Hemmwirkung verschiedener Mucopolysaccharide auf die Lipaimieklarung 
in vitro. 
Als Klarungsfaktor wurde das Plasma eines 75 kg schweren Mannes verwendet, dem 
15 Min. vor der Blutentnahme 15000 E Heparin i. v. injiziert worden waren. Die 
Lipamieklarung bei Zimmertemperatur wurde nach Mischen von 1 ccm Klarungs- 
faktor und 1 ccm eines alimentar lipamischen Serums durch fortlaufende photo- 
metrische Messung (691 my) verfolgt. Die Extinktionsabnahme verlauft in den 
ersten 10 Min. vollkommen linear; fiir die Bestimmung der Klarungsaktivitat 
wurde das 5-Min.-Intervall vom Ende der ersten bis zum Ende der sechsten Minute 
gewahlt. Kontrollversuche zu Beginn, in der Mitte und nach Beendigung der 
Untersuchungsreihe ergaben in diesem Intervall Triibungsabnahmen von 0,047, 


0,048 und 0,054. In den Abbildungen zeigen die Ordinaten die Triibungsabnahme, | 


ausgehend von der Ablesung nach einer Minute, die Abszissen die Zeit in Minuten 
nach Versuchsbeginn. Die obere Reihe zeigt die Wirkung natiirlicher sulfathaltiger 


Mucopolysaccharide auf die Lipamieklirung, die untere Reihe die Wirkung der | 
synthetischen sulfathaltigen Polypentose Thrombocid und zweier natiirlicher ~ 


nicht sulfathaltiger Mucopolysaccharide. 
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merisationsproduktes Thrombocid D. Heparin ist zehn- bis hundertmal : laesung 
klarungsaktiver als die Thrombocide. Im iibrigen scheinen diese Prapa- ~ 
rate das Verhalten des Heparins beziiglich einer fiir die Klarungsfaktor- | 


bildung optimalen Konzentration nachzuahmen, wenn auch bei niedri- 
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' gerer Hohe des Maximums (Abb. 4b). (In vivo haben wir ebenfalls ge- 

ion — funden, daB die Klarungsaktivitaét des Thrombocids nicht so groB ist 

rer- [ wie die des Heparins oder des abgebauten Heparins; im Gegensatz dazu 

ily- [) ist das in vitro aktive Thrombocid D in vivo véllig inaktiv1*.) 

7 Von Interesse ist noch das Verhalten einiger anderer Mucopoly- 
_ saccharide. So zeigten K-Hyaluronat*, Alginsiure* sowie Triton*** 
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jem |) Abb. 4. Vergleich der Lipaémieklarung durch Thrombocid und Thrombocid D 
Die | mit der durch Heparin in vitro. Versuchstechnik und Ordinate wie in Abb. 1; 

3. | Abszisse: Heparin- bzw. Thrombocidkonzentration im ersten Ansatz. Versuch a) 
nto. | Vergleich einer Heparin-,,Eichkurve“ (- --) mit Thrombocid- bzw. Thrombocid 





den 4 D-Einzelwerten; Versuch b) Vergleich von Thrombocid ( ) bzw. Thrombocid 
itat D.,, Eichkurven“ (—:—-—) mit Heparin-Einzelwerten. 
bute 


ae 7 (Dr. W. Benend KG.) bei Konzentrationen bis zu 200 y/ccm keine Kla- 
me fl | tungsfaktorbildung, Eine Hyaluronsiure anderer Herkunft** war bei 
iten |) 200 y/cem gering klarungsaktiv. Ein Calciumchondroitinsulfat** zeigte 
iget | bei 2000 y/cem eine minimale Faktorbildung, ein Kaliumsalz der Chon- 


oa 4 droitinschwefelsiure (aus Trachealknorpeln des Rindes)* bereits bei 








rid. @ 2 H. D. Frings, Dissertat., Miinchen 1954. 
m. § 13 N. Z6llner u. J. Fellig, Naturwissenschaften 39, 523 [1952]; Amer. J. 
> Physiol. 178, 223 [1953]. 
4 * Herrn Dr. Gibian, Schering AG., Berlin-West, danken wir fiir die Uber- 
mal al j g lascung der Praparate. 
. * Aus der eigenen Praparatesammlung. Diese Praparate wurden bereits in 
P® | anderem Zusammenhang!* mit Heparin verglichen. 
or. |  *** Triton ist kein Mucopolysaccharid, sondern ein Netzmittel mit der 
dri- j oes eines héherwertigen Alkohols. 
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200 y/eem (Abb. 5). Die maximale Klarungsfaktorbildung durch diese 
Gruppe Mucopolysaccharide entsprach einer Lipaimieklarung von 
— 0,038, obwohl die Ansitze mit Heparin 2 oder 20 y/cem sehr gute 
Klarungsfaktorbildung (immer mehr als — 0,110) aufwiesen. 

Bei den handelsiiblichen Heparinpraparaten Heparin-Fischer, Licue- 
min (Hoffmann-La Roche), Heparin-Novo und Thrombo-Vetren (Pro. 
monta) entsprach die von den Firmen angegebene antikoagulatorische 
Wirksamkeit genau der bei verschiedenen Konzentrationen gepriiften 
antilipamischen. Das gleiche gilt fiir den Vergleich von Heparin Bio. 
chemicum ,,Roche“ und einem von der Schering AG. zur Verfiigung ge. 


stellten hochaktiven Heparinpraparat. 





¢ Heparin 
Abb. 5. Vergleich der Lipamieklarung durch 


Chondroitinsulfate (Herkunft siehe Text) 
mit der durch Heparin. Versuchstechnik 
und Ordinate wie in Abb. 1; Abszisse: 
Heparin- bzw. Chondroitinsulfatkonzentra- 
tion im ersten Ansatz. a) Versuch mit 
Kaliumchondroitinsulfat o; b) mit Calcium. 
chondroitinsulfat e. Die entsprechenden MeB- 
punkte fiir Heparin liegen tiber 0,100. 





S 
= 
S 





Lipamiekidrung ——— 


—! 























20 200 


2000 
7/ecm—— 


Diskussion 


Wiahrend in vivo die Zufuhr von 1 mg Heparin (das sind bei einer [ 


70 kg schweren Person mit 2800 com Plasmavolumen < 0,36 y/ccm) eine 
mittlere Lipamieklarung von etwa — 0,100 hervorruft®, war in unserem 


besten in-vitro-Versuch fiir die gleiche Lipimieklirung eine Heparin. 7 


konzentration von 0,25 y/ecm (berechnet auf Schritt 2) nétig. Die Hepa- 
rinkonzentrationen liegen also in vivo und in vitro in der gleichen 
GréBenordnung. Auch die niedrigere Klarungsaktivitat des Thrombocids 


in vitro entspricht den nach Injektion erhobenen Befunden!*. Trotz 


dieser quantitativen Ubereinstimmung bleibt offen, wieweit die in vivo 


beobachteten Reaktionen sich tatsichlich mit den Verhaltnissen in vitro | 
decken. Nachdem der Nachweis gelungen ist, daB Reaktion (1), die Bil- | 


dung des Klarungsfaktors auch in vitro momentan ablaufen kann, darf | 


S Je ge : rao r. 
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man vielleicht annehmen, daB das System in vitro den. Verhialtnissen | 
im Organismus. nahekommt. Bei der eigentlichen,,Lipimieklaérung da- | 
gegen (Schritt 2) liegen die Verhiltnisse anders. Hier ist die Reaktion 


in vitro viel langsamer als in vivo. Eine weitgehende Reinigung des | 


Klarungsfaktors, wie sie Nikkila® durchgefiihrt hat, andert nichts dar- | 


an; die Existenz eines Klarungshemmers in vitro ist deshalb unwahr. 7 


scheinlich. Man wird eher daran denken miissen, daf das native Plasma 7 


einen Faktor enthalt, der im in-vitro-System in so niedriger Konzen- — 


tration vorkommt, daB die in vivo momentane Klarungsreaktion in vitro — 


i: 


langsam verliuft. Es ist auch méglich, da die Klaérungsreaktionen in| 
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vitro und in vivo qualitativ verschieden sind. Wie Korn gezeigt hat, 
ist Heparin in der Lage, die Wirksamkeit gewisser Lipasen zu erhdhen, 
und es ist denkbar, daB die entstehenden Seifen und Monoglyceride zu 
einer feineren Emulgierung der Plasmafette, d.h.zu einer Lipiamie- 
klarung fiihren (etwa in der Art der Lipasewirkung im Darm). Dieser 
Mechanismus, der als Erklarung fiir die Heparinwirkung in vitro denk- 
bar ist, diirfte bei der in-vivo-Wirkung, die erstens sehr rasch vor sich 
geht und zweitens durch Protamin reversibel ist, keine Rolle spielen. 

Von Interesse ist der Vergleich der Verhaltnisse in vitro und in 
vivo beziiglich der Wirksamkeit verschiedener Mucopolysaccharide. Die 
Korrelation ist, soweit eine Testung in vivo méglich ist, im allgemeinen 
gut, eine Ausnahme bildet das Thrombocid D, fiir das in vivo keine 
antilipimische Wirksamkeit nachgewiesen werden konnte!?. Auch zwi- 
schen der Fahigkeit, eine Klarung lipimischen Plasmas hervorzurufen 
und die Klaérungsreaktion zu hemmen, scheint eine Beziehung zu be- 
stehen; unter unseren Bedingungen haben nur klaérungsaktive Poly- 
saccharide die Lipimiekliarung gehemmt. Dabei war die hemmende Wir- 
kung von «- und £-Heparin ungefahr der lipamieklarenden proportional, 
wihrend Thrombocid, das nicht so klarungsaktiv wie «-Heparin ist, 
dennoch ebenso stark hemmte. 

Es war schon linger bekannt, daB synthetische Antikoagulantien 
wie Dextransulfat!5, Treburon!® oder Thrombocid!? in der Lage sind, 
Heparin als antilipimische Substanz zu ersetzen, aber erst neuerdings 
hat man Verbindungen dargestellt, die zwar noch antilipamisch, aber 
kaum mehr antikoagulatorisch wirksam sind*1’. Constantinides, 
Cairns und Werner?’ haben zwélf verschiedene Polysaccharide sulfo- 
niert und dabei fiinf antilipamisch sehr wirksame Substanzen ohne anti- 
koagulatorische Wirksamkeit erhalten (sulfonierte Alginsaure, Cellulose, 
Amylopectin, Agar und Mesquite-Gummi). Ein Vergleich dieser anti- 
lipimisch sehr wirksamen mit schwach wirksamen oder unwirksamen 
Verbindungen zeigt lediglich, daB ein Mindestmolekulargewicht fiir die 
antilipamische Wirksamkeit notwendig zu sein scheint, denn aus Aus- 
gangsprodukten mit niedrigem Molekulargewicht oder mit einer Struk- 
tur, die auf weitgehende Hydrolyse wahrend der Sulfonierung schlieBen 
lieB, entstanden unwirksame Produkte. Wurden die wirksamen Produkte 
stirker sulfoniert, so nahm ihre antilipaimische Eigenschaft wieder ab, 
vermutlich wegen der mit der Sulfonierung verbundenen Hydrolyse. Im 
iibrigen zeigen gerade diese Versuche, da die reihenweise Erprobung 
méglicherweise antilipaémischer Substanzen im Tierversuch umstindlicher 
als in-vitro ist und deshalb kaum mit der wiinschenswerten Testung meh- 
rerer Konzentrationen des Polysaccharides durchgefiihrt werden kann. 


4 E. D. Korn, J. biol. Chemistry 215, 15 [1955]. 

15 W. D. Brown, Quart. J. exp. Physiol. 37, 215 [1952]. 

16 R. F. Ackerman u. D. B. Zilversmit, Circulation 7, 581 [1953]. 

17 P. Constantinides, A.Cairns u. A. Werner, Arch. int. Pharmaco- 
dynam. Thérap. 94, 334 [1954]. 
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Uber den méglichen Mechanismus der durch Heparin hervorgeru- 
fenen Lipaémieklarung haben sich in letzter Zeit eine Reihe von Autoren 
geiuBert*>%1418| Das Problem beriihrt die Fragen nach dem 7u- 
standekommen der sogenannten Lipoproteine und nach der Wechcel- 
wirkung zwischen makromolekularen Siuren und Plasmaproteinen. Ein 
Beitrag zu diesem Problem bietet die Feststellung dieser Arbeit und 
anderer Autoren!’, daB aus einer Reihe sulfathaltiger Mucopolysaccha.- 
ride nur ein Teil antilipamisch wirksam ist, nachdem zunichst viele 
Polysaccharidschwefelsiureester aufgefunden worden waren, die dem 
Heparin strukturell nicht sehr ahnlich, teilweise auch nicht antikoagulato. 
risch wirksam, dennoch aber voll klirungsaktiv wirksam waren*!>516.17, 
So erscheint im Augenblick die Frage nach dem chemischen Bau des 
Polysaccharids fiir die Lipamiekliarung nicht so wichtig wie die GréBe 
des Molekiils sowie Grad und Art der Sulfonierung. Nichtsulfonierte 
Mucopolysaccharide (Hyaluronsiure, Alginsiure) haben nach unserer 
Erfahrung kaum eine antilipamische Wirkung. 


Zusammenfassung 


1. Die quantitative Bestimmung kleiner Mengen des Lipamieklarungs- 
faktors kann durch die Feststellung der mit Hilfe des Faktors maximal 
erreichbaren Klarung eines lipaimischen Serums geschehen. 

2. Bei der Bildung des Klarungsfaktors in vitro entspricht die Ausbeute 

der eingesetzten Menge Homogenat, wenn Plasma im UberschuB zu- 

gesetzt wird. 

3. Mit Hilfe geeigneter Ansaétze wurde eine Reihe natirlicher und kiinst- 
licher Mucopolysaccharide in ihrer Fahigkeit, Klarungsfaktor zu bil- 
den, mit dem Heparin verglichen. Thrombocid, Thrombocid D und 
f-Heparin sind, wenn auch geringer als x-Heparin, klarungsaktiv. 
Eine geringe Klarungsaktivitat anderer Mucopolysaccharide ist nur 
bei Verwendung sehr hoher Konzentrationen nachweisbar. 

4. Heparin bildet nicht nur Klarungsfaktor, sondern hemmt auch die 
Klarungsreaktion. Diese Hemmung wird auch bei den anderen kla- 
rungsaktiven Heparinoiden beobachtet. 

5. Heparinpraparate verschiedener Firmen, aber gleicher antikoagu- 
latorischer Aktivitat zeigen die gleiche antilipimische Wirksamkeit 
in vitro. 

Summary 


1. The quantitative estimation of small amounts of the lipaemia clearing 
factor is carried out by determining the maximum clearance of a 
lipaemic serum produced by the factor. 

2. The yield of clearing factor when formed in vitro is equal to the 
proportion of homogenate employed if plasma is added in excess. 








18 J, Herzstein, C.J.Wang u. D. Adlersberg, Ann. intern. Med. 40, 
290 [1954]. 
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rus 3. The capacity of a number of natural and synthetic mucopolysaccha- 
en rides to form clearing factor has been compared with that of heparin. 
“Us Thrombocid, thrombocid D and f-heparin show a clearing activity 
el- weaker than that of «-heparin. With other polysaccharides weak 
tin clearing activity was only detected at. very high concentrations. 

nd 4. Heparin inhibits the clearing reaction in addition to forming clearing 
1a- factor. Inhibition was also observed with the other heparinoids which 
ele show a clearing activity. 

‘mM 5. Heparin preparations from different commercial sources but of ident- 
to- ical anticoagulant activity show identical antilipaemic activity in 
=, vitro. 
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Phenylthioharnstoff-Hemmung bei Streptomyceten 
Von 
Werner Frommer 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut, Biochemische Abteilung, der Universitit Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5, November 1956) 


Bei Streptomycetenstimmen, die das rote Antibioticum Rhodo. 


mycin? ?, wie auch bei solchen, die das gelbe Antibioticum Actinomycin! F 


erzeugen, fiel ein Zusammenhang zwischen Rhodomycin- bzw. Actino. 


mycin- und Melanin-Bildung‘ auf. Die in verschiedenen Nahrlésungen F 
vorhandenen Aromaten vermindern die Rhodomycin- bzw. Actinomycin. F 
Ausbeuten und werden selbst zu Melaninen oxydiert. Fehlen diese 
Aromaten in der Kulturlésung, so bilden diese Organismen unter giin- F 
stigen Bedingungen selbst aromatische Systeme und oxydieren diese > 
zu Chinonen, die sie gewissermaBen als Atmungsendprodukte in die > 
Kulturlésung ausscheiden. Dieses Verhalten spricht dafiir, daB die > 
letzten Oxydationsschritte vom selben Fermentsystem — den Phenol. 
oxydasen — bewerkstelligt werden. Die verschiedenen Phenoloxydase. | 
typen kommen bei Streptomyceten weit verbreitet vor> und wurden] 


auch bei den hier untersuchten Streptomyceten nachgewiesen‘. 

Bei verschiedenen Organismen, z. B. bei Insekten®, findet im 
Verlauf des Lebenscyclus eine Umstellung von Cytochromatmung auf 
Phenoloxydaseatmung und umgekehrt statt. Es war denkbar, daB auch 
bei Streptomyceten in irgendeiner Phase der Fermentation eine solche 
Umstellung erfolgt, die auBerlich mit der Ausbildung von Pigmenten 
einhergeht. AuBerdem scheint die im Verlauf der Degeneration auf-| 
tretende verstarkte Melaninbildung fiir die Annahme zu sprechen, dai| 
wahrend der Degeneration eine Schidigung der Atmung auftritt, die) 


Phenoloxydasen also im Verlauf der Degeneration einen immer groBer) 


werdenden Anteil an der Gesamtatmung bestreiten. 
Phenylthioharnstoff als Kupfer-Komplexbildner ist ein starker 
Phenoloxydase-Hemmstoff’?. Man kann durch Zugabe dieses selektiven| 


1H. Brockmann u. P. Patt, Chem. Ber. 88, 1455 [1955]. 

2 H. Brockmann u. B. Franck, Chem. Ber. 88, 1792 [1955]. 

3H. Brockmann, Angew. Chem. 66, 1 [1954]. : 

4 W. Frommer, Arch. Mikrobiol. 23, 385 [1955] u. unverdéffentlichte Unter. 
suchungen. 2 

5 EK. Kiister, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh. Hyg.! 
I. Abt. Orig. 160, 207 [1953], Z. Pflanzenernahrung, Diing. Bodenkunde 69, 137° 
[1955]. 4 

6 P. Karlson u. E. Wecker, diese Z. 300, 42 [1955]. 

7 B. A. Lerner, Advances in Enzymol. XIV, 73 [1953]. 
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| Hemmstoffs den Anteil der Phenoloxydase-Atmung an der Gesamt- 
atmung messen®, 

Ist dieser Anteil nicht allzu groB und gelingt es, Streptomyceten 
' unter dem Einflu8 dieses Hemmstoffs, also mit gehemmter Phenol- 
oxydase, zum Wachsen zu bringen, so miiBten die Kulturlésung und das 
dabei entstehende Mycel farblos bleiben, und es ware, unter der Voraus- 
' setzung, daB der iibrige Stoffwechsel unter dem Hemmstoff-EinfluB 
nicht anders verlauft, die Méglichkeit gegeben, Vorstufen dieser Anti- 
| biotica zu isolieren. 


Atmungsmessungen 


Um den Anteil der Phenoloxydasen an der Gesamtatmung zu be- 
_ stimmen, fiihrten wir im Warburg-Thermostaten Atmungsmessungen 
_ durch. Bei diesen Messungen war zu erwarten, daB dieser Anteil je nach 
' Stamm, Alter und Herkunft des Mycels verschieden ist. Um alle diese 


yom Faktoren zu erfassen, verwendeten wir Stéimme der verschiedensten 


_ Actinomycin bildenden Gruppen’. Von diesen Stémmen wurden Schiittel- 
_ kulturen in zwei Nahrlésungen angesetzt und an verschiedenen Tagen 
_ Proben zur Atmungsmessung entnommen. 
i Als Nahrlésungen fanden Verwendung: Glycerin-Glykokoll nach v. Plotho® 
» und die Pepton-Nahrlésung nach Ehrlich?®. In Glycerin-Glykokoll-Nahrlosung 
' wird bei fehlender oder sehr schwacher Melanin-Bildung Actinomycin erzeugt, 
— wahrend in der Ehrlichschen Nahrlésung von einer Gruppe — der chromogenic 
» group! — nur Melanin, von der andern Gruppe — der achromogenic group — 
' kein Melanin und je nach Stamm mehr oder weniger viel Actinomycin, gebildet 
_ wird. Zu der ersten Gruppe gehéren die Stamme: Imme 797 (ein stark degene- 
rierter * Actinomycin-I}5-Bildner), Sét 3 (Actinomycin- X!%-Bildner) und Wind 731 
(bildet Actinomycin X). Die Staémme Ital 1131 (Actinomycin X) und Afro 2296 
(Actinomycin-C-Bildner) gehéren zur zweiten Gruppe. 
Die Atmungsmessungen bei den Staémmen Ital 1131 und Imme 797 zeigten, 
» daB der Sauerstoffverbrauch, bezogen auf das Myceltrockengewicht, wahrend der 
logarithmischen Wachstumsphase gleich groB bleibt, obwohl der py- Wert besonders 
bei Stamm Imme 797 wahrend dieser Phase stark sinkt. Er betragt in Glycerin- 
- Glykokoll-Nahrlésung bei den beiden Staémmen je mg Trockenmycel um 33 ul 
- 0,/Stunde. Bei einer Mycelausbeute von etwa 600 mg je Kolben werden also pro 
Kolben 20 cem O, oder 100 com Luft/Stde. vollstindig verbraucht. Am Ende der 
Wachstumsphase sinkt der Sauerstoffverbrauch sehr schnell ab (Substratverbrauch). 
“ In Pufferlésungen (m/15-Phosphatpuffer) mit Glycerin ist die Atmung auf 
30—40% abgesunken, bei py 5 und py 7 jedoch praktisch gleich. Die endogene 


8 W. Lindenbein, Arch. Mikrobiol. 17, 361 [1952]; N. Pfennig, ebenda 
18, 327 [1953]; H. Martin u. G. Pampus, Arch. Mikrobiol. 25, 20 [1956]. Eine 
zusammenfassende Darstellung erscheint demnachst im Arch. Mikrobiol. 

® 0. v. Plotho, Arch. Mikrobiol. 11, 33 [1940], ebenda 14, 142 [1950]. 

10 J. Ehrlich, L. E. Anderson, G. L. Coffey u. D. Gottlieb, Antibiotics 
and Chemotherapy 3, 1141 [1953]. 

1 §. A. Waksman u. H. A. Lechevalier: Guide to the Classification and 
Identification of the Actinomycetes and their Antibiotics. Baltimore 1953, The 
Williams & Wilkins Company. 

2 W. Frommer, erscheint demnachst im Arch. Mikrobiol. 

13H. Brockmann u. H. Gréne, Chem. Ber. 87, 1036 [1954]. 
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Atmung, d. h. die Atmung in Pufferlésung ohne Glycerin, betragt etwa 60% der 
Atmung in Pufferlésung mit Glycerin. Auch CoChrane™ fand bei Strepto. 
myceten eine sehr hohe endogene Atmung. 

Die gegen 10-*-m. HCN unempfindliche Atmung betrug in Glycerin-Glykokoll. 
Nahrlésung bei Stamm Ital 1131 wahrend der logarithmischen Wachstumsphase 
etwa 20% der Gesamtatmung. 

Phenylthioharnstoff gab bei einer Endkonzentration von m/100 
bei keinem der angegebenen Stiimme in keiner Fermentationsphase, 
weder in Glycerin-Glykokoll- noch in Ehrlichscher Nahrlésung einen 
deutlichen Hemmeffekt, obwohl bei den altesteh zu diesen Messungen 
verwendeten Kulturen die Melanin- bzw. die Actinomycin-Bildung> 
nahezu oder vollstandig abgeschlossen war. Auch bei verschiedenen f 
pu-Werten war keine Hemmung der Atmung zu beobachten. 

Nach diesen Versuchen scheint es, daB bei den untersuchten Strepto. F 
myceten die Phenoloxydasen keinen wesentlichen Anteil an der Ge. 
samtatmung haben. 


Hemmversuche 


Nach den vorangegangenen Versuchen war es fraglich, ob Phenyl. 
thioharnstoff iiberhaupt in der Lage ist, die Melanin- und die Actino.f 
mycin- bzw. die Rhodomycin-Bildung zu hemmen. Um den Einfluf auff 
die Melahinbildung zu priifen, bebriiteten wir verschiedene Staémme mit) 
m/1000-Phenylthioharnstoff und ohne diesen in Ehrlichscher Nahr.| 
lésung. Nach vier Tagen war das Wachstum abgeschlossen. Eine deut- 
liche Wachstumshemmung war nicht zu beobachten. Der Stamm Ital)” 
1131 zeigte weder mit noch ohne Hemmstoff Melaninbildung (er gehéri 
zur achromogenic group), wiahrend bei den Rhodomycinbildnern M) 
und M2a! die Kulturlésung ohne Hemmstoff fast schwarz gefarbt, 
mit Hemmstoff jedoch so hell wie unbeimpfte Kulturlésung war. Ks 
war also eine quantitative Hemmung der Melaninbildung eingetreten, 
wahrend das Wachstum nicht merklich beeinfluBt wurde. : 

Fraglich war nach diesem Versuch natiirlich noch, ob die Hemm | 
wirkung auch bei anderen Stiimmen auftritt und ob sie auch die Actino/ 
mycin- bzw. die Rhodomycin- Bildung betrifft. Wir setzten deshalb ver) 
schiedene Stémme in Glycerin-Glykokoll-, NaNO,-* und Ehrlichscher 
Nahrlésung mit m/1000- (die Stimme Ital 1131 und M2 auBerdem noch 
mit m/10000- und m/2000-) und ohne Phenylthioharnstoff auf de 
Schiittelmaschine (die Staimme Afro 2296, M2, M2a, Ital 1131, Sétd) 
und la [bildet Actinomycin C]) und in Ruhekultur (die Stamme Imm) 
797, den daraus isolierten weniger degenerierten Auslesestamm A 27/21” 
[beide bilden Actinomycin I] und Wind 731) an und _beobachteten 
Wachstum und Farbstoffbildung. 


* Bei einem Teil der Stamme findet in Glycerin-Glykokoll-, bei einem andere 
Teil in NaNO,-Nahrlésung starkere Actinomycinbildung statt (N. Pfennig, l.c.5)) 

14 -V.W.CoChrane u. M. Gibbs, J. Bacteriol. 61, 305 [1951]. 
15 W. Frommer, Arch. Mikrobiol. 23, 105 [1955]. 
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In Ehrlichscher Nahrlésung zeigte sich wie im Vorversuch bei 
den meisten Stammen eine quantitative Hemmung der Melanin-Bildung 
durch m/1000-Phenylthioharnstoff. Das Wachstum war héchstens etwas 
verzogert. Beim Stamm M2 ergibt m/10000 keine Hemmung, m/2000 
hemmt nahezu, m/1000 quantitativ die Melaninbildung. Die Stamme la 
und Ital 1131 geh6ren zur achromogenic group und sind demnach auch 
ohne Hemmstoffzusatz ungefairbt. Lediglich der Stamm Wind 731 
reagierte auf Phenylthioharnstoffzusatz schwach. 

Bei langer dauernder Bebriitung farbten einzelne Stamme auch mit 
Hemmstoffzusatz die Kulturlésung leicht an. Es scheint, als ob Phenyl- 
thioharnstoff langsam abgebaut wird, die Hemmwirkung also im Verlauf 
der Fermentation langsam nachlaBt. 

Auch in Glycerin-Glykokoll- und NaNO,-Nahrlosung war das 
Wachstum, das hier in Schiittelkultur erst nach 8—10 Tagen beendet 
ist, nur zum Teil schwach verzégert. Wie aus Tab. 1 und 2 zu ersehen 
ist, wird die Actinomycin- bzw. Rhodomycin-Bildung durch m/1000- 
Phenylthioharnstoff nur bei einzelnen Stémmen quantitativ gehemmt. 
Eine deutliche Hemmwirkung oder starke Verzégerung ist jedoch bei 
_ fast allen Stémmen deutlich zu sehen. Nur bei Stamm S6t 3 ist keine 

deutliche Hemmwirkung zu beobachten. Bei Stamm Ital 1131 scheint 
m/10000 die Gelbfarbung zu fordern, m/2000 und noch stirker m/1000 
verzégern die Gelbfirbung. Stamm M2 zeigt bei einem Zusatz von 
m/10000- und m/2000-Phenylthioharnstoff nur schwach verzégerte 
Farbstoffbildung, m/1000 hemmt jedoch die Farbstoffbildung deutlich. 


Tab. 1. Hemmung der Farbstoffbildung durch m/1000-Phenylthioharnstoff 
in Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung. 





Farbe der Kulturlésung am 
Stamm 6. Tag 8. Tag 13. Tag 
ore m/1000** o** | m/1000** o** m/1000** 





. . . | ungefarbt | ungefirbt | ungefarbt ungefirbt | hellrosa ungefiarbt 

M2... | hellrosa ungefirbt | rosa hellrosa rot helJrosa 

Afro 2296 . | schw. gelbl.| ungefarbt | gelb schw. gelbl.| gelb braunlich 

gelblich gelblich gelblich gelblich gelb briunlich 

ungefarbt | ungefirbt | hellgelb hellgelb hellgelb-braun!.| hellgelb-braunl. 
. | hellgelb hellgelb gelb hellgelb ge gelb 

Wind 731 . | gelblich gelblich hellgelb hellgelb * hellgelb hellgelb un- 

ungefarbt gefirbt 

Imme 797. | ungefirbt | ungefarbt | ungefarbt | ungefarbt | gelblich ungefarbt 

A27/21. . | ungefirbt | ungefirbt | ungefirbt | ungefirbt | gelblich ungefarbt 




















* Die beiden Parallel-Kolben waren hier ungleich bewachsen. 
** Phenylthioharnstoffkonzentration. 


Wie in Ehrlichscher Nahrlésung, so schien auch bei den beiden 
anderen, verstaérkt durch das linger andauernde Wachstum, die Pheny]l- 
thioharnstoffhemmung im Verlauf der Fermentation abzunehmen. 
Schuld daran konnte eine Inaktivierung des Hemmstoffes sein, z. B. 
durch Oxydation zur Disulfidverbindung. Wir gaben deshalb bei ein- 
zelnen Proben, z. B. bei Stamm M2a in NaNO,-Niahrlésung am 8. Tag 
(in Tab. 2 mit * bezeichnet) erneut die m/1000 entsprechende Menge 
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Tab. 2. Hemmung der Farbstoffbildung durch m/1000-Phenylthioharnstoff 
in NaNO,-Nahbrlésung. 





Farbe der Kulturlésung am 
6. Tag 8. Tag 13. Tag 
o** m/1000** o** | m/1000** o** m/1000** 





mee . . + 1 Ot ungefarbt dunkelrot hellrosa * dunkelrot rosa hellrosa 
M2... . | hellrosa ungefarbt rosa hellrosa rot rosa 

Afro 2296 . | gelb ungefarbt gelb hellgelb gelb hellgelb-briiunl, 
la... . | gelblich gelblich gelblich gelblich gelblich gelblich-briunl, 
S6t3. . . | gelblich ungefarbt hellgelb hellgelb gelb gelb 

Ital 1131 . gelb ungefarbt gelb gelblich gelb gelb 

Wind 731. | gelblich ungefarbt gelb ungefirbt gelb ungefirbt 
Imme 797. ungefarbt ungefirbt ungefiarbt ungefarbt gelb gelblich 
A@7/j2zi. . ungefarbt ungefirbt ungefirbt ungefarbt gelb gelblich 




















* Erklarung s. Text. ** Phenylthioharnstoffkonzentration. 


Phenylthioharnstoff zu. Nach weiteren 5 Tagen war in der Parallelkul- 
tur die Farbung weiter fortgeschritten, wahrend in der erneut ge- 
hemmten Kultur die Farbstoffbildung stehengeblieben war. Dies 
spricht fiir die Annahme der Phenylthioharnstoff-Inaktivierung. 

In einem weiteren Ansatz wurde daher versucht, diese Inakti- 
vierung durch einen erhéhten Phenylthioharnstoffzusatz zu kompen- 
sieren. Tab. 3 zeigt ein Teilergebnis bei Stamm Wind 756 (Actinomycin 
X-Bildner) in Ehrlichscher Nahrlésung zugleich als quantitatives Bei- 
spiel fir die Phenylthioharnstoffhemmung. Alle Angaben sind Mittel- 
werte aus zwei Messungen. 

Tab. 3. Phenylthioharnstoffhemmung bei Stamm Wind 756 in Nahrldésung 
nach Ehrlich (hier mit 0,028°% FeSO,-7H,0). 


Phenylthioharnstoffzusatz 
0,2-10 —%-m. 10—*-m. 3-10 —3-m. 








PH gew. PH 
(mg) 


Mycel- ! Mycel- | A | Mycel- Mycel- 


gew. gew. PH 
(mg) ) (mg) 


o 





256 R 21 262 7,80 13 255 6,80 0 ,80 

226 A 2 261 8,55 20 2 8,80 - ,75 

219 _ 207 9,00 16 86 9,00 = = 
— - - 40 365 























* Lichtabsorption in %, gemessen mit dem lichtelektrischen Kolorimeter nach Dr. B. Lange, 
Modell [V, Blaufilter. 


Wie Tab. 3 zeigt, hemmt 3-10-*-m. Phenylthioharnstoff das Wachs- 
tum dieses Stammes praktisch vollstindig. Bei 10-*-m. Hemmstoff- 
konzentration ist keine Wachstumshemmung zu verzeichnen. Aus den 
pu-Werten ist zu sehen, daB eine ganz schwache Wachstumsverzégerung 
aufgetreten ist. Der po-Wert fallt unter diesen Bedingungen mit und 
ohne Hemmstoff in den ersten vier Tagen langsam auf etwa 4,5—5,0 
und steigt dann ziemlich schnell an. Ohne Hemmstoff ist die Farbung 
bei pu 5 schon abgeschlossen, mit Hemmstoff wird noch Farbstoff ge- 
bildet, wenn der pu-Wert aus dem sauren Gebiet kommend px 7 iiber- 
schreitet. Das Mycelgewicht hat beim px-Minimum sein Maximum 
erreicht und nimmt dann erst langsam, spiter, besonders wenn der 
Py-Wert 8 iiberschreitet, schneller ab (Autolyse). 
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Diskussion 


Wie durch die Atmungsmessungen gezeigt werden konnte, liefert 
sowohl bei den Actinomycin als auch bei den Rhodomycin bildenden 
Streptomyceten im Gegensatz zu verschiedenen Insekten die Phenol- 
oxydaseatmung in keiner Wachstumsphase einen wesentlichen Beitrag 
mr Gesamtatmung. Dasselbe fand auch Boulter?®, der bei Neurospora 
crassa und Polysticus versicolor feststellte, daB die in den Extrakten 
nachgewiesenen Phenoloxydasen im lebenden Organismus fir die 
Atmung keine Rolle spielen. 

Auch bei dem stark degenerierten Stamm Imme 797 konnte durch 
Phenylthioharnstoffzusatz keine Hemmung der Atmung_ beobachtet 
werden. Da auch die Gesamtatmung dieses Stammes gleich groB ist 
wie die eines ,,gesunden‘‘ Stammes, scheint die friihere Annahme‘, daB 
die Degeneration auf einer Atmungsschadigung beruht, zumindest bei 
diesem Stamm nicht gerechtfertigt. 

Unter denselben Bedingungen wie bei den Atmungsmessungen 
(Hemmung durch m/1000-Phenylthioharnstoff) wird jedoch bei den 
meisten Stémmen sowohl die Actinomycin- bzw. die Rhodomycin- wie 
auch die Melanin-Bildung gehemmt oder zumindest stark verzégert, 
waihrend das Wachstum héchstens schwach verzégert wird. Der Anteil 
des bei der Farbstoffbildung verbrauchten Sauerstoffs ist also bei der 
intensiven Gesamtatmung anscheinend zu gering, um bei diesen At- 
| mungsmessungen noch erfaBt werden zu kénnen. 

Die Bildung dieser Antibiotica scheint also nicht, wie friiher ver- 
mutet* der Energiegewinnung, sondern mehr der Entfernung der durch 
einen UberfluBstoffwechsel anfallenden Stoffwechselprodukte zu dienen. 

Fiir die Actinomycinbildung 14Bt sich auch auf rechnerischem Wege zeigen, 
da8 auch eine totale Hemmung der Actinomycinbildung bei der sonst sehr starken 
Atmung nicht mit dieser Methode gemessen werden kann. Nimmt man unter 
giinstigsten Bedingungen eine Ausbeute von 130 mg Actinomycin je Liter Kultur- 
lésung pro Tag an, so ergibt dies bei einem’ Mol-Gewicht von 13001’ und einer 
Aufnahme von einem Mol Sauerstoff pro Mol Actinomycin unter den angewandten 


Bedingungen einen Verbrauch von 0,2 ul O,/Stde. je mg Trockenmycel. Bei einem 
Sauerstoffverbrauch von 33 yl/Stde. je mg liegt dies noch innerhalb der Fehler- 


grenze. 

Wie aus den weiteren Hemmversuchen hervorgeht, ist eine quan- 
titative Hemmung der Farbstoffbildung nur bei einzelnen Stammen 
ohne weiteres méglich. Es scheint, daB der Phenylthioharnstoff be- 
sonders bei linger dauernder Fermentation inaktiviert wird. Erneuter 
) Zusatz des Hemmstoffes wahrend der Fermentation, wenn die ersten 
Anzeichen einer Inaktivierung durch beginnende Farbstoffbildung zu 
erkennen sind, ergibt eine nahezu quantitative Hemmung. Da ein 
erhohter Zusatz von Phenylthioharnstoff von Anfang an starke Wachs- 
tumshemmung ergibt, ist es nur auf diesem Wege méglich, die Farb- 
stoffbildung zu unterdriicken. 


16 D. Boulter, Biochem. J. 60, XXI [1955]. 
17 H. Brockmann u. K. Vohwinkel, Angew. Chem. 67, 619 [1955]. 
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Einzelne Stéimme zeigen in bestimmten Nahrlésungen mit der an. f 
gegebenen Phenylthioharnstoffkonzentration keine oder nur sehr | 
schwache Hemmung der Farbstoffbildung. Verfolgt man jedoch bei 
diesen Kulturen den py-Verlauf wihrend der Fermentation, so zeigt 4 
sich, daB sie die Tendenz haben, den pxu-Wert schon zu einem friihen | 
Zeitpunkt nach der alkalischen Seite zu verschieben (z. B. verschiebt F 
Stamm M2 in NaNO,-Nahrlésung den py-Wert viel schneller nach der F 
alkalischen Seite als in Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung)*. Die Komplex. 
bestandigkeit des Kupfer-Phenylthioharnstoffkomplexes ist jedoch bei [ 
einem hohen py sehr gering?*. Will man also eine vollstandige Hemmung a 
der Farbstoffbildung erzielen, so hat man die Nahrlésung so zu wahlen, F 
daB der pu-Wert im sauren Gebiet bleibt. Ein Teil der Stamme bildet F 
auch ohne Hemmstoff unter diesen Bedingungen nur wenig Actino- [ 
mycin bzw. Rhodomycin, die Mehrzahl der Stiimme ergibt jedoch auch [ 
bei einem px um 6 noch gute Ausbeuten. Bei diesen Stammen ist, unter | 
der Voraussetzung, daB der iibrige Stoffwechsel ungestért weiter ver. | 
lauft, die Méglichkeit gegeben, die unter HemmstoffeinfluB nicht mehr F- 
weiter verarbeitbaren Zwischenprodukte der Actinomycin!*- bzw. F 
Rhodomycin-Biosynthese abzufangen*. : 

Wie durch diese Versuche weiter gezeigt werden konnte, besteht | 
zwischen der Actinomycin- bzw. Rhodomycin- und Melanin-Bildung | 
ein stoffwechselphysiologischer Zusammenhang. Es ware denkbar, da8 | 
ein ahnlicher Zusammenhang besteht, wie ihn Butenandt bei der | 
Bildung der Ommochrome aufgezeigt hat?°. In einem Kreisprozeb | 
oxydieren die durch die Phenoloxydasen gebildeten Chinone die Ommo- 
chromvorstufen zu den Ommochromen. Die dabei entstehenden Hydro- 
chinone werden wieder durch die Phenoloxydasen oxydiert. 


Beschreibung der Versuche 


Kulturmethodik: Die Hemmversuche und die Mycelgewinnung fiir die | 
Atmungsmessungen wurden auf einer Reziprokschiittelmaschine (Frequenz |— 
100/Min., Amplitude 8,2 cm) bei 28° durchgefiihrt. Wir verwendeten 1-1-Erlen- | 
meyerkolben mit je 150 ccm Nahrlésung. Die Nabrlésungen hatten folgende |” 
Zusammensetzungen : 5 

1. Glycerin-Glykokoll nach v. Plotho®: 2 Vol.-% Glycerin, 0,25% Giykoke y 
0,1% K,HPO,,0,1% NaCl, 0,01% FeSO,-7H,0, 0,01 of "MgSO, 7H,0, 0,01 % CaCO, 
5% Hefekochsaft?!, px 7,2. 

2. wens Nahrlésung (synthet. Lésung nach Lindenbein®): 3 Vol.-% 
Glycerin, 0,2°% NaNO,, 0,1°% K,HPO,, 0, 05% MgSO,:7H,0, 0,05% KCl, 0, 001, 
FeSO,-7H,0, 5 Vol.% Hefekochsaft*!, px 7,2. i 


18 M. Ziegler, persdnliche Mitteil. 

19 H. Brockmann, G. Bohnsack, B. Franck, H. Gréne, H. Muxfeldt| 
u. C. Siiling, Angew. Chem. 68, 70 [1956]. i 

20 A, Butenandt, Angew. Chem. 68, 379 [1956] Diskussionsbemerk ung; | 
vgl. A. Butenandt, E. Biekert u. B. Linzen, diese Z. 305, 284 [1956]. i 

21H. A. Diddens u. J. Lodder, Die Hefesammlung des »Centraalbureat | 
voor Schimmelcultures‘‘ IT. Teil, Die anaskosporogenen Hefen, Zweite Halfte | 
North Holland Publishing Co., Amsterdam (1942). 

* Diese Versuche konnten leider nicht fortgesetzt werden. 
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3. Nahrlésung nach Ehrlich?®: 1% Glucose, 0,5°% Fleischextrakt (Brunnen- 
graber Ft), C,05% K,HPO,, 0,05%, MgSO,-7H,0, 0,01% FeSO,:7H,0, pu 6,8. 

Die Nahrlésungen 1 und 2 sterilisierten wir im Autoklaven 10 Min. bei 2 atii, 
die Nahrlésung 3 durch kurze Behandlung bei 1 atii. Bei den Hemmversuchen 
sterilisierten wir die fiir 150 cem berechnete Menge der Nahrstoffe in 135 cem und 
gaben nach der Sterilisation die berechnete Menge Hemmstoff in 15 ccm zu. 
Die Hemmstofflosung sterilisierten wir durch Filtration. Die Kulturkolben be- 
impften wir mit 1 ccm einer unter denselben Bedingungen gewachsenen Schiittel- 
kultur. In allen Fallen wurden mindestens zwei Parallelen angesetzt. 

Atmungsmessungen: Es wurde die Sauerstoffaufnahme manometrisch im 
Warburg-Thermostaten bei 28° und einer Schiittelfrequenz von 120/Min. gemessen. 
Wir verwendeten Trége mit einem Gesamtvolumen von etwa 40 ccm. Die Gasphase 
enthielt Luft. In die ReaktionsgefaBe gaben wir 2,7 ccm der Kulturlésung mit dem 
homogen suspendierten Mycel oder dieselbe Mycelmenge 2 mal mit m/15- 
Phosphatpuffer nach S6rensen gewaschen im selben Puffer mit oder ohne 1 Vol.-%, 
Glycerin. Die in 2,7 cem Kulturlésung vorhandene Mycelmenge war je nach Alter 
der Kultur 6—20 mg (Trockengewicht). Enthielt die Kulturlésung bei sehr jungen 
Kulturen weniger Mycel, so wurde dies durch Zentrifugieren angereichert. Das. 
ZentralgefaB enthielt 0,2 cem 10-proz. Kalilauge mit Filtrierpapierstreifen oder 
bei den mit HCN vergifteten Ansitzen KCN-KOH Gemische nach H. A. Krebs”. 

Den Hemmstoff gaben wir in 0,3 cem waBr. Lésung zu. Bei den nicht ge- 
hemmten Proben fiillten wir die Kulturlésungen mit 0,3 ccm dest. Wasser auf 
3cem auf. 

Mycelgewichtsbestimmung: Die Kulturlésungen filtrierten wir durch 
vorgewogene Schleicher & Schiill-Filter 597 und wuschen die ausgefallenen Nahr- 
salze mit 20 ccm 0,2-n. H,SO, aus. Zur Entfernung der Saure spiilten wir mit der 
Menge dest. Wasser nach, die zum Auffiillen des Kulturfiltrats auf 250 ccm not- 
wendig war. Das Mycel wurde iiber H,SO, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Das Kulturfiltrat verwendeten wir zur Bestimmung der Farbstoffmenge. In 
den meisten Fallen wurde jedoch auf eine quantitative Bestimmung der Farbstoffe 
verzichtet, da die Unterschiede auch ohne diese deutlich zum Vorschein kamen. 

Die po- Messungen fiihrten wir mit einer Glaselektrode, die an ein py-Meter 
(Pusl, Laborgerat 11) angeschlossen war, durch. 

Herrn Prof. Dr. Hans Brockmann méchte ich fiir seine Unterstiitzung 
danken. Herrn Dieter Bachmann danke ich fiir technische Hilfe. 


Zusammenfassung 

Durch Phenylthioharnstoff konnte bei verschiedenen Actinomycin 
bildenden Streptomyceten keine Atmungsdepression erzielt werden. Die 
Phenoloxydasen spielen also bei der Atmung dieser Streptomyceten 
keine wesentliche Rolle. 

Durch dieselben Phenylthioharnstoffkonzentrationen werden ohne 
Wachstumshemmung in bestimmten Nahrlésungen die Actinomycin- 
bzw. die Rhodomycin- wie auch die Melanin-Bildung gehemmt. 


Summary 

Phenylthiourea has been found to produce no depression of respi- 
ration in a number of streptomycetes which form actinomycin, indi- 
cating that the phenol oxidases play no essential part in the respiration 
of these organisms. The formation of actinomycin, rhodomycin and 
melanin in certain culture media is inhibited by identical concentrations 
of phenylthiourea without growth inhibition. 

* H. A. Krebs, Biochem. J. 29, 1620 [1935]. 
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Untersuchungen iiber den Herzstoffwechsel II* 


Die Beeinflussung der oxydativen Phosphorylierung 
durch Strophanthin 
Von 
Stefan Goldschmidt und Gabrielle Lamprecht 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1956) 


Die Beeinflussung der Sauerstoffaufnahme des Herzmuskels durch 
Digitalisglykoside wurde in zahlreichen Untersuchungen geprift!-". Da- 
bei wurden sehr unterschiedliche Ergebnisse erzielt, da meistens Herz- 
muskelschnitte oder Herzmuskelbrei verwendet wurden. Die Mehrzahl 
dieser Versuche zeigt aber eindeutig, da die verschiedensten Herzglyko- 
side bei diversen Tierarten in kleinen Dosen die Sauerstoffaufnahme er- 
hdhen, wogegen bei hohen Glykosid-Konzentrationen der initialen At- 
mungszunahme eine Abnahme folgt. 

Im AnschluB an friihere Untersuchungen*! legten wir uns die Frage 
vor, ob Digitalisstoffe einen Einflu8 auf die Enzymaktivitaét von Mito- 
chondrien, insbesondere auf die Atmungskette haben. Ailerdings konnten 
Langemann und Mitarbb.* und Lee und McElroy durch Ouabain 
an isolierten oxydativen Enzymsystemen oder an Mitochondrienprapa- 
raten keine atmungsstimulierende oder -depressive Wirkung feststellen, 
auch dann nicht, wenn diese durch Barbituratvergiftung geschadigt 
waren. 

Fir den Fall, daB eine Beeinflussung der Sauerstoffaufnahme von 
Mitochondrien durch kardioton wirksame Verbindungen feststellbar 





* T. Mitteil.: Th. Hockerts u. W. Lamprecht, I. c.*. 

1 A. Wollenberger, Pharmacol. Rev. 1, 311 [1949]. 

2 A. Wollenberger, Fed. Proc. 8, 348 [1949]. 

3 A. Wollenberger, J. Jehlu. M. L. Karsh, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
108, 52 [1953]. 

4M. Finkelstein u. O. Bodansky, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 94, 
274 [1948]. 

5 J. Dull, R. G. Herrmann, E. M. K. Geiling u. K. P. Dubois, Arch. int. 
Pharmacodynam. Therap. 86, 487 [1951]. 

6 R.G. Herrmann, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 112, 23 [1954]; Arch. 
int. Pharmacodynam. Therap. 81, 235 [1950]. 

7 KE. Rothlin u. O. Schoelly, Helv. physiol. pharmacol. Acta 8, C69 [1950]. 

8 H. Langemann, T. M. Brody u. J .A. Bain, J. Pharmacol. exp. Thera- 
peut. 108, 274 [1953]. 

® J. Levy, O. Libert u. A. Schwob, Bull. Soc. Chim. biol. 28, 647 [1946]. 

10 W. J. Burdette, Yale J. Biol. Med. 24, 9 [1951]. 

1 W. J. Burdette, J. Lab. clin. Med. 40, 867 [1952]. 

12 K. 8S. Lee u. W. D. McElroy, Fed. Proc. 14, 362 [1955]. 
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ware, kénnte man einen Eingriff in energetische Reaktionsablaiufe der 
Zelle annehmen. Eine derart verianderte Stoffwechselsituation miiBte 
sich vermutlich in einer Verschiebung der Energiebilanzgleichung der 
Atmungskettenphosphorylierung manifestieren. 


DPNH + H® + 1/20, + 3 ADP + 3P0,°° = DPN® + 3 ATP + H,O 


Nach dieser Bilanzgleichung reicht das Gefalle der freien Energie 
von dem reduzierten Pyridinnucleotid zu Sauerstoff gerade aus, um drei 
energiereiche Phosphatbindungen zu kniipfen (P/O-Quotient = 31°). 

Zur Prifung der genannten Fragestellung erschien es erforderlich, 
die Zuverlassigkeit der Methoden zur Messung des P/O-Quotienten von 
Mitochondrien oder Sarkosomen zu iiberpriifen. Die Versuchsanordnung 
muBte so gestaltet werden, daB an der isolierten und iiberlebenden Zell- 
struktur die enzymatischen Ablaufe innerhalb der Atmungskette unter 
tatsichlich optimalen Bedingungen erfolgen. Bestimmungen von P/O- 
Quotienten an isolierten Zellstrukturen sind vor allem von Lehninger”, 
Schneider u. Hogeboom™, Lardy?®, Slater!’, Martius?® u. a. be- 
schrieben worden. Wir hielten es trotzdem fiir zweckmaBig, entscheidende 
Faktoren der Versuchsanordnung nachzupriifen, da diese Faktoren je- 
weilig spezifischen Verhaltnissen, wie verwendetem Tiermaterial, Rein- 
heit der Enzyme und Coenzyme, Bedingungen der Isotonie, Konzen- 
trationsverhaltnissen usw., angepaBt und aufeinander abgestimmt 
werden miissen. 


In der vorliegenden Arbeit werden zunichst die optimalen Bedin- 
gungen zur Messung von P/O-Quotienten an Mitochondrien und 
Sarkosomen beschrieben, dann folgen die Ergebnisse der Untersuchung 
der Wirkung von k-Strophanthin auf die oxydative Phosphory- 
lierung in isolierten Zellstrukturen*. 


Methoden 


Es wurden Ratten eines Sprague-Dowley-Stammes verwendet. Der Er- 
nahrungszustand der Tiere ist von Bedeutung fiir die Messung von P/O-Quotienten. 
Die Tiere erhielten eine Standardkost (Latz-Standardfutter), verstarkt mit 
Milchpulver, Lebertran, Fischmehl, Getreideschrot und 10-proz. Fructose-Lésung. 

DPN (95—98%), Cytochrom c (elekirophoretiscn einheitlich) und N a,-A T P 
(82%) waren Handelspraparate, das Glykosid k-Strophanthin von Boeh- 
ringer. 

6-Hydroxybuttersaure haben wir, zusammen mit W. Lamprecht, in 
Anlehnung an eine Patentanmeldung der Wacker-Chemie, Miinchen (W 10106) 





13 Vg]. W. Lamprecht, Dtsch. med. Wschr. 81, 534 [1956]. 

M4 A, L. Lehninger, Phosphorus Metabolism Bd. 1, 8. 344; The John Hop- 
kins Press Baltimore 1951. 

18 W.C. Schneider u. G. H. Hogeboom, J. biol. Chemistry 183, 123 [1950]. 

16 H. A. Lardy, 1. c. 14 8. 477. 

17 K. C. Slater, Biochem. J. 46, 484 [1950]. 

18 C, Martius u. B. Hess, Biochem. Z. 326, 191 [1955]. 

* Alle hier wiedergegebenen Versuchsergebnisse sind nur Beispiele und durch 
weiteres umfangreiches Versuchsmaterial bestatigt**. 
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durch Hydrieren von Diketen zu f-Butyrolacton, das nach Alkalispaltung das 
Natriumsalz der Hydroxysaure lieferte, dargestellt*. 

Hexokinase wurde aus Bickerhefe unter Kombination der Methoden von 
Berger?® sowie Bailey®® gewonnen, indem wir nach Autolyse mit Toluol und 
Fraktionierung der inerten Proteine mit Alkoho] der Methode von Berger und 
Mitarbb. folgten. Nach Fraktionierung der ,,Stufe 3b“ schlossen wir eine stufen- 
weise Fallung mit Ammoniumsulfat und 6ftere Adsorption an Calciumhydroxydgel 
Cy an. 
. Die Messung der Hexokinase-Aktivitat erfolgte nach Berger und 
Mitarbb. 19, wobei nach 8 Min. Inkubation bei 30° das abgespaltene Phosphat als 
Differenz des 7-Min.-Phosphates bestimmt wurde. 

Die Hexokinase-Einheit (HKE) ist nach Bailey und Webb?° die 
Enzymmenge, welche 1 mg 7-Min.-Phosphat von ATP auf Glucose in 1 Stde. unter 
den angegebenen Testbedingungen iiberfiihrt. 250 y der von uns dargestellten 
Hexokinase entsprechen 4,6 HKE?®. Zur P/O-Bestimmung wurden davon pro 
Versuch 1,5 mg Enzym, entspr. 27 HKE, verwendet. 

Anorganisches Phosphat wurde kolorimetrisch nach der von Biicher 
und Mitarbb.?! verbesserten Fiske-Subbarow-Methode bestimmt *. 

Quantitative Proteinbestimmungen in Mitochondrien oder Enzymen 
erfolgten nach Biicher und Mitarbb.?! *. 

DPN* und ATP wurden, wie friiher beschrieben, durch ,,optische Enzym- 
teste“ erfaBt??-?5, 

Mitochondrien und Sarkosomen wurden laufend durch Anfarben und 
Kontrolle im Phasenkontrast-Mikroskop gepriift; Vitalfarbung mit Janusgriin B 
(1:30000, in physiol. Kochsalzlésung, Anfarbedauer 20 Min. in der feuchten 
Kammer). 

Darstellung von Mitochondrien: Die Methode von Schneider und 
Hogeboom!® wurde weitgehend abgeaindert. Die Ratte wird durch Dekapitieren 
getétet, die Leber sofort herausgenommen und mit Eiswasser gewaschen. Ungefahr 
4 g Leber werden grob mit der Schere zerkleinert und mit etwa 10 ml Saccharose- 
lésung (0,25-m., 2°, enthaltend 200 mg Trilon B/100 m/), im Potter-Elvehjem-Homo- 
genisator (abgeandertes Modell [22]) unter Eiskiihlung homogenisiert. Das Homo- 
genisat wird mit Rohrzuckerlésung/Trilon auf 50 m/ aufgefillt und bei 2—4° 
10 Min. zentrifugiert (2500 U/Min.). Der rote, triibe Uberstand wird abdekantiert, 
der Riickstand in 15 ml Rohrzucker/Trilon suspendiert und nochmals 10 Min. 
zentrifugiert. Die vereinigten Uberstande werden 15 Min. hochtourig abzentrifugiert 
(22000 g, 2°), und das hellrosa farbige Sediment mit 12 m/ Zuckerlésung gewaschen. 

Der Riickstand wird in 8 ml eiskalter, trilonfreier Saccharoselésung (0,25-m.) 
aufgenommen und kurz homogenisiert. 

Die Mitochondrien-Suspension soll sofort zum Versuch verwendet werden, 
da die Enzymaktivitaten bereits nach 2 Stdn. merklich gesunken sind. 

Darstellung von Sarkosomen: Die Darstellung erfolgt wie vorstehend 
beschrieben. Auf 1 g Herz werden 25 m/ Rohrzuckerlésung verwendet. Das min- 
destens dreimal gewaschene Sediment wird zuletzt in 1,2 ml Saccharoselésung 
(trilonfrei, 0,25-m.) aufgenommen. 

Die Sauerstoffaufnahme wurde manometrisch nach Warburg gemes- 
sen*4, Als ReaktionsgefaBe verwendeten wir speziell angefertigte 5-ml-Trége. 


19 L. Berger, M. W. Slein, S. P. Colowick u. C. F. Cori, J. gen. Physiol. 29, 
379 [1946]. 

20 K. Bailey u. E. C. Webb, Biochem. J. 42, 60 [1948]. 

21 Th. Bicher u. Mitarbb., Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

22 H. Holzer, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z. 297, 1 [1954]. 

*8 Th. Hockerts u. W. Lamprecht, Die Medizinische 8, 289 [1957]. 

* C. Umbreit u. Mitarbb., Manometr. Techniques and Tissues Metabolism. 
Burgess Publishing Co., Minneapolis 1951. 

* Kinzelheiten kénnen der Dissertation von G. Lamprecht. entnommen 
werden®, 
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Bestimmung des P/O-Quotienten: Die sog. ,,Stammlésung“ enthalt 
samtliche Lésungen, die vor dem Kippen mit den Mitochondrien im Hauptraum des 
Troges vorhanden sein miissen. Dabei werden die Konzentrationen der Reaktions- 
partner so gewahlt, daB sowoh] im Hauptraum wie im Seitenarm isotonische Be- 
dingungen vorliegen. 

Zusammensetzung der Stammlésung fiir den Hauptraum: Je 1,0 ml 
0,093-m. MgCl, 0,33-m. KCl, 0,24-m. NaF, 0,15-m. B-Hydroxybutyrat, 0,0077-m. 
ATP-Nay, 0,385-m. PO,2° (KH,PO, + Ne,HPO,-2H,0, pH = 7,4), 1,5-10~4-m. 
Cytochrom c, 0,40-m. Glucose, Wasser oder Inkubations-Lésung. 

Zusammensetzung der Lésung fiir den Seitenarm: 3,0 ml, enthaltend 
0,001-m. DPN®, 120 mg Nicotinséureamid und 15 mg Hexokinase (275 HKE). 
0,7 ml der Stammlésung werden in den Hauptraum pipettiert, wobei die Trége 
in Eis stehen. In den Zylinder in der Mitte des Troges kommen 0,2 ml 2,5-n. NaOH. 
Dann gibt man zur Stammlésung 0,2 ml Mitochondrien-Suspension und in den 
Seitenarm 0,3 ml Lésung. Nach 7 Min. Inkubationszeit bei 30° wird gekippt, nach 
weiteren 25 Min. die Reaktion mit 0,4 ml 20-proz. Trichloressigsaure (TES) ab- 
gestoppt. In 0,1 m/l Zentrifugat wird anorganisches Phosphat bestimmt. 

0,7 ml Stammlésung, 0,4 ml 20-proz. TES, 0,2 m/l Mitochondrien-Suspension 
und 0,3 ml DPN-Mischung (Reihenfolge!) ergeben den Blindwert Bl,.0,7 m/ Stamm- 
lésung ohne fB-Hydroxybuttersaure, 0,2 ml Mitochondrien-Suspension und 0,3 ml 
DPN-Mischung liefern nach 25 Min. Inkubieren und Abstoppen mit 0,4 m/l TES 
den Blindwert Bl, (Leeratmung und ATP-ase-Aktivitat). 


Versuche 


1. Isotonie: Die Einhaltung isotonischer Bedingungen ist bei der Dar- 
stellung und den Umsetzungen von Mitochondrien oder Sarkosomen unbedingt 
erforderlich. Dies gilt auch wihrend des Eintemperierens der Reaktionsmischung 
auf die Versuchstemperatur (30°). Bei Nichteinhaltung isotoner Bedingungen sind 
die Mitochondrien bereits nach 10—15 Min. angequollen, formverandert und nicht 
mehr funktionstiichtig. ,,Stammlésung“ sowie ,,Startlosung“‘ sind deshalb isoton. 


2. Reinheit des Enzyms und Enzymkonzentration: Zur 
ADP-Bildung wurde folgende Reaktion verwendet: 


Hexokinas se 


Glucose + ATP - — Glucose-6-phosphat + ADP 


Die Reinheit der verwendeten Hexokinase ist ausschlaggebend fiir die Repro- 
duzierbarkeit und insbesonders fiir die Héhe des P/O-Quotienten (Tab. 1). 


Tab. 1. P/O-Quotient: Abhangigkeit von der Reinheit des Enzyms; 30°, Inku- 
kubationszeit 25 Min. 

















Versuch vA O kA P 

Nr. aufgen. aufgen. P/O 
a) Hexokinase nach Berger’® (28 HKE) 
1 1,78 3,05 1,73 
2 1,69 3,31 1,74 
3 1,54 3,31 1,93 
+ 1,68 3,18 1,89 

b) Gereinigte Hexokinase (28 HKE) 

1 1,66 4,90 2,95 
2 1,61 4,81 2,99 
3 1,86 5,57 2,99 
+ 1,89 5,30 2,8] 
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Wie aus Tab. 2 ersichtlich ist, hat eine erhdhe Hexokinase-Konzen- 
tration kaum EinfluB auf die Atmung, jedoch steigt die Phosphory- 
lierungsrate an. Unter den angegebenen Versuchsbedingungen verlauft 
die anorganische Phosphat-Aufnahme optimal bei mindestens 25 HK E/ 
Versuch (Ansatz Normalfall 28 HKE/Versuch). 


Tab. 2. P/O-Quotient bei variierender Hexokinase-Konzentration; 30°, 25 Min. 








HKE uA O uAP P/O 
5,6 1,61 2,39 1,48 
5,6 1,42 2,12 1,49 
5,6 1,58 1,86 1,18 
5,6 1,30 1,59 1,25 

27,7 1,56 4,77 3,05 

27,7 1,55 4,77 3,07 

27,7 1,54 4,64 3,01 

27,7 1,47 3,72 2,53 











3. Nicotinséureamid-Zusatz: Nicotinsiureamid hemmt die in 
biologischen Geweben und Zellen vorkommende DPN-Nucleosidase®*”®, 
Nach Lehninger?’ wird bei der Messung von P/O-Quotienten der 
Substratmischung so viel Nicotinsiureamid (NA) zugesetzt, daB deren 
Endmolaritat 0,02 betrigt. Diese Menge NA reicht zu einer vollstandigen 
Hemmung des Enzyms unter unseren Versuchsbedingungen nicht aus 


(Tab. 3). 


Tab. 3. DPN-Spaltung durch Mitochondrien bei wechselndem NA-Zusatz; 
DPN® 1,35 uM/Versuch, 30°, Inkubationszeit 30 Min. 





Nicotinsaureamid-Molaritat ...... by oD 0,02 0,04 0,06 0,08 
uM DPN® nach 30Min. .........2.2.. 0,01 0,93 1,12 1,23 1,34 


Wir haben weiterhin die DPN®-Spaltung unter den Bedingungen der 
Atmungskettenphosphorylierung mit und ohne NA-Zusatz untersucht 
(Tab. 4); eine vollstandige Hemmung der DPN-Nucleosidase erfolgt, 
wenn die Reaktionsmischung in bezug auf NA 0,08-m. ist. 


Tab. 4. P/O-Quotient mit und ohne NA-Zusatz; Messung der stationaren DPN®- 
Konzentration. DPN 330 y/Versuch, 30°, 25 Min. 




















-m. y eS. 
re uA O pAP P/O sel 
+ 1,65 4,37 2,65 21 
+ 1,54 4,37 2,83 24 
+ 1,43 4,22 2,95 24 
—- 1,63 3,46 2,12 268 
—- 1,76 3,85 2,19 268 


26 A. Kornberg u. W. E. Pricer jr., J. biol. Chemistry 182, 763 [1950]. 
26 A. Kornberg u. O. Lindberg, J. biol. Chemistry 176, 665 [1948]. 
27 A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 178, 625 [1949]. 
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4. Inkubationszeit: Die P/O-Quotienten wurden unter gleichen 
Bedingungen, aber bei wechselnden Inkubationszeiten bestimmt. Aus 
Tab. 5 ersieht man, daB — ausgenommen die ersten 5 Min. — die Sauer- 
stoff- und Phosphataufnahme praktisch linear mit verschiedenen Ge- 
schwindigkeiten verlaufen. Dadurch ergeben sich in den ersten 5 bis 
20 Min. zu hohe P/O-Quotienten. Nach 25 Min. ist die maximale Phos- 
phorylierungskapazitét erreicht und bleibt von da an konstant, P/O 
wird ab 30 Min. kleiner. 


Tab. 5. P/O-Quotient: Abhangigkeit von der Inkubationszeit; 30°, jeweils 
Mittelwert aus 4—5 Bestimmungen. 














Zeit (Min.) vA O vAP P/O 
5 0,36 1,61 [4,47] 
10 0,50 2,12 [4,24] 
15 0,84 3,08 [3,66] 
20 1,04 3,60 [3,46] 
25 1,40 4,11 2,94 
30 1,62 4,12 2,54 
35 2,00 4,12 [2,06] 





5. Substratkonzentration: Bei der Endmolaritét 0,02 der 
p-Hydroxybuttersaiure ergeben sich etwas niedrigere P/O-Quotienten als 
bei einer solchen von 0,01 (Tab. 6). Die Atmung ist im ersten Falle leicht 
erhdht, wahrend die Phosphorylierung in beiden Fillen gleich bleibt. 
Man darf daher annehmen, da unter den gegebenen Versuchsbedin- 
gungen schon mit 0,01-m. 8-Hydroxybutyrat Substratsattigung besteht. 


Tab. 6. P/O-Quotient: Abhangigkeit von der Substratkonzentration; 30°, 25 Min 








Substrat uA O uAP P/O 
0,01-m. 1,0 3,0 3,0 
1,1 1 2,8 
1,1 3,0 2,7 
0,02-m. 1,3 3,0 2,3 
12 3,1 2,6 
1,3 3,1 2,4 











6. Mitochondrienkonzentration: Die Sauerstoffaufnahme 
wurde in Abhiangigkeit von der Menge der Zellpartikel (Proteinmenge) 
— unter sonst gleichen Bedingungen — verfolgt (Tab. 7). 

Sie erfolgt nicht genau proportional zur eingesetzten Mitochon- 
drienkonzentration. Wie aus Tab.7 ersichtlich, nimmt der O-Ver- 
brauch/mg Protein mit steigender Proteinkonzentration ab. 


Unter gleichen Bedingungen wurde die Phosphataufnahme in 
Abhangigkeit von der Mitochondrienkonzentration gemessen (Tab. 8). 
Wie aus Tab. 8 zu ersehen, zeigt sich auch bei der anorganischen 
Phosphataufnahme die Tendenz zur Senkung bei héheren Protein- 
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Tab. 7. Sauerstoff-Aufnahme: Abhangigkeit von der Mitochondrienkonzentration; 


St. Goldschmidt u. G. Lamprecht, 


30°, 25 Min. 














7 e mg Protein*/ uA O/m 
Versuch-Nr. Nessie aad ‘attr 
] 0,66 0,36 0,55 
2 1,32 0,69 0,52 
3 2,64 1,20 0,45 
Ratte I 4 2,64 1,20 0,45 
5 5,28 2,17 0,41 
6 5,28 2,13 0,41 
a 1,65 0,93 0,57 
8 1,65 0,98 0,59 
Ratte IT 9 2,48 1,15 0,47 
10 2,48 1,30 0,52 
11 3,30 1,67 0,50 
12 3,30 1,56 0,47 
13 2,67 1,07 0,40 
14 2,67 1,07 0,40 
Ratte IIT 15 4,01 1,58 0,40 
16 4,01 1,47 0,37 
17 5,34 2,08 0,39 
18 5,34 2,07 0,39 
* Vom ermittelten Proteinwert ist der Proteingehalt der zugesetzten Hexokinase subtrahiert. 
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Tab. 8. P/O-Quotient: Abhangigkeit von der Mitochondrienkonzentration ; 


30°, 25 Min. 





























. mg Pro- Differenz 
Vers. | teint) | wAP [MAE /me) pao |") 9/M8! pio | 2. mittl. 
“* | Versuch P/O** 
1 1,65 1,99 1,20 0,98 0,59 2,03 —0,73 
2 1,65 1,99 1,18 0,93 0,56 2,14 —0,62 
3 2,31 2,80 1,21 1,23 0,53 2,28 —0,48 
4 2,48 2,65 1,07 1,30 0,53 2,04 —0,72 
5 2,48 2,65 1,07 1,15 0,46 2,31 —0,45 
6 3,00 3,32 1,11 1,28 6,43 2,59 —0,17 
7 3,14 3,44 1,10 1,28 0,41 2,69 —0,07 
8 3,30 4,23 1,28 1,56 0,47 2,71 —0,05 
9 3,30 4,47 1,35 1,57 0,47 2,85 +0,09 
10 3,60 4,18 1,16 1,49 0,41 2,81 +0,05 
ll 4,12 4,41 1,07 1,60 0,39 2,76 0 
12 5,35 5,05 0,95 2,04 0,38 2,48 —0,28 
13 5,35 4,91 0,92 2,10 0,39 2,34 —0,42 
14 5,60 5,05 0,90 2,18 0,39 2,32 —0,44 
15 5,60 5,05 0,90 2,26 0,40 2,23 —0,53 


* Vom ermittelten Proteinwert ist der Proteingehalt der zugesetzten Hexokinase subtrahiert. 


** Mittlerer P/O-Quotient = Mittel aus Versuchen Nr.7 —11 = 2,76. 


konzentrationen. Eigenartigerweise wird dieser Abfall zwischen 3,0 und 
4,1 mg Protein/Versuch unterbrochen; in diesem Bereich erreicht die 
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p-Aufnahme die héchsten Werte, und es resultieren P/O-Quotienten 
von 2,69—2,85. Diese Proteinkonzentration (3—4 mg) diirfte daher fir 
die gegebene Versuchsanordnung optimal sein. 

7.Adenosintriphosphatase-Aktivitat: Die ATP-ase-Aktivitat 
kann durch Fluorid-Ionen gehemmt werden, jedoch héchstens zu 50 
bis 60%". Trotz Fluorid-Zusatzes kann deshalb die gemessene P-Auf- 
nahme zu nieder sein, wenn ATP-ase anwesend ist. Neben dem Blindwert 
Bl, zur Zeit ty wurde zur Erfassung der ATP-ase-Aktivitat jeweils ein 
zweiter Blindwert Bl, zur Zeit t,, durchgefiihrt. 

Die ATP-ase-Aktivitat in Leber-Mitochondrien (Ratte, 8 y/Versuch) 
kann nahezu vernachlassigt werden, wie unsere Messungen ergaben, sie 
ist dagegen in Sarkosomen relativ groB (40y/Versuch). Diese Werte 
wurden jeweils der P-Aufnahme bei der oxydativen Phosphorylierung 
zugezahlt. 


Ergebnisse 
1. P/O-Quotienten von Mitochondrien 


Der von uns gemessene Mittelwert des P/O-Quotienten an Rattenleber- 
Mitochondrien betrigt P/O = 2,79-+-0,04 (35 Tiere) *?. Eingesetztes Protein (Mito- 
chondrien) 3—4 mg/Versuch, 30°, 25 Min. 

2. P/O-Quotienten von Sarkosomen: In Tab. 9 ist eine Reihe 
von P/O-Quotienten aus Rattenherz-Sarkosomen aufgefiihrt, der Mittel- 
wert ist P/O = 2,14 + 0,07. 


Tab. 9. P/O-Quotient: Normale Rattenherz-Sarkosomen bei 30°; 25 Min. 








Versuch | uAO vAP |  P/O-Quotient 
1 1,56 2,59 1,66 
2 1,34 2,39 1,78 
3 1,18 2,39 2,02 
4 1,00 2,26 2,26 
5 1,07 2,39 2,23 
6 0,96 2,39 2,49 
a 0.98 2,52 2,57 
8 1,47 2,65 1,80 
9 1,27 2,65 2,08 

10 1,14 2,40 2,10 
ll 1,04 2,40 2,30 
12 1,03 2,40 2,33 
13 1,16 2,52 2,17 











Mittel = 2,14+ 0,07 
3. EinfluB von k-Strophanthin auf den P/O-Quotienten 


a) Mitochondrien: k-Strophanthin wurde einmal direkt dem Versuchs- 
ansatz zugegeben (Tab. 10), zum andern wurde es einer Mitochondrien-Suspension 
(0,25-m. Saccharose-Lésung) zugesetzt und damit 1 Stde. bei 2° stehen gelassen. 
Danach wurden die Zellpartikel mindestens dreimal mit je 8 ccm 0,25-m. Saccharose- 


28 E. C. Slater, Biochem. J. 58, 526 [1953]. 
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Tab. 10. P/O-Quotient: EinfluB von k-Strophanthin-Zugabe bei 30°; Inkubations. 
zeit 25 Min. 














7 Stroph. Abnahme ( 
Versuch ¥ Ver ! pAO pA P P/O P/O in ° 7 
1 — 1,46 3,86 2,64 
2 — 1,45 3,98 2,74 8.9 
3 80 1,55 3,86 2,48 ° 
4 80 1,60 3,86 2,42 
- 1,09 2,52 2,32 
6 300 1,43 2,65 1,85 26,3 
7 300 1,69 2,65 1,57 
8 _- 1,60 2,92 1,83 
9 -- 1,58 2,92 1,85 18,5 
10 300 1,80 2,65 1,47 
11 300 1,73 2,65 1,53 

















Tab. 11. P/O-Quotient: Einflu8B von k-Strophanthin nach Inkubation bei 0°; 
Inkubationszeit 25 Min. 






































y Stroph./ 
Versuch 10 ml nA O pA P P/O ~~ Bae 
Suspens. re 
1 — 1,09 2,52 2,32 
2 — 1,35 2,65 (1,96] 
3 300 1,92 2,52 131 owe 
4 300 1,86 2,39 1,29 
5 — 1,23 2,80 2,28 
6 — 1,13 2,80 2,40 26.1 
4 300 1,47 2,65 1,80 ‘4 
8 300 1,53 2,65 1,73 
9 -- 1,32 3,05 2,31 
10 ~- 1,30 3,11 2,39 
11 300 avi 3,05 1,78 25,6 
12 300 1,74 3,05 1,75 
13 300 Bris 3,05 1,72 
14 a 1,60 2,92 1,83 
15 — 1,58 2,92 1,85 17.8 
16 700 1,84 2,92 1,58 4 
17 700 1,99 2,92 1,47 
18 ~~ 1,26 2,92 2,32 
19 — 1,34 2,05 2,28 19,8 
20 700 1,59 2,92 1,84 
21 700 1,58 2,92 1,85 
22 —- 2,04 5,57 2,73 
23 — 1,96 5,45 2,78 19,8 
24 700 2,53 5,57 2,19 
25 700 2,50 5,57 2,23 
26 — 1,65 4,37 2,65 
27 —- 1,60 4,23 2,64 20.6 
28 700 2,06 4,37 2,12 ‘ 
29 700 2,10 4,37 2,08 | 
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Lésung (2°) auf der Zentrifuge gewaschen und zum Versuch verwendet. Eine zweite 
Probe derselben Mitochondrien-Suspension wurde gleich behandelt, jedoch ohne 
Zusatz von Strophanthin (Tab. 11). Die Konzentration an k-Strophanthin in der 
Inkubationslésung und im ReaktionsgefiB des Warburg-Versuches war gleich. 

b) Sarkosomen: Suspensionen von Ratten- und Schweineherz-Sarkosomen 
wurden mit 10—4-m. k-Strophanthin (700 y/10 ml) 1 Stde. bei 2° inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen auf der Zentrifuge — wie unter a) — wurden die P/O- 
Quotienten bestimmt (Tab. 12 und 13). 


Tab. 12. P/O-Quotient: Einflu8 von k-Strophanthin nach Inkubation 
an Rattenherz-Sarkosomen bei 0°; Inkubationszeit 25 Min. 





























‘ Abnahme des 
Versuch Stroph. uAO wAP P/O P/O in %, 
1 <= 1,44 2,92 2,03 
2 + 2,01 2,80 1,39 31,3 
3 a 2,08 2,92 1,40 
4 — 0,98 2,52 2,57 29 9 
5 a 1,47 2,65 1,80 Bai 
6 — 1,42 3,44 2,42 
7 -- 1,31 3,32 2,54 30.1 
8 + 1,87 3,32 1,75 , 
9 + 1,86 3,18 1,71 
10 -— 1,52 3,32 2,18 
ll — 1,49 3,32 2,23 
12 + 2,10 3,18 1,51 30,8 
13 + 2,15 3,32 1,54 
14 a 2,17 3,32 1,53 


Tab. 13. P/O-Quotient: Einflu8 von k-Strophanthin nach Inkubation 
an Schweine-Sarkosomen bei 0°; Inkubationszeit 25 Min. 























; Abnahme des 
Versuch Stroph. uA O wAP P/O P/O in %, 
1 — 0,78 1,99 2,55 
2 — 0,71 1,73 2,44 40,0 
3 + 1,47 1,99 1,35 
4 + 1,24 1,99 1,60 
Diskussion 


Nach den vorstehend wiedergegebenen Untersuchungen wird der 
P/O-Quotient von Rattenleber-Mitochondrien durch k-Strophanthin 
gesenkt (etwa 18%). Diese Senkung kommt dedurch zustande, daB die 
Sauerstoffaufnahme betrachtlich erhéht wird, wahrend die Phosphat- 
aufnahme praktisch konstant bleibt (Tab. 10). Dieser Effekt wird noch 
ausgepragter, wenn man die Mitochondrien mit k-Strophanthin 1 Stde. 
vorinkubiert und dieses durch mehrmaliges Auswaschen vor dem Ver- 
such wieder entfernt. Die Senkung des P/O-Quotienten betrigt dann 
etwa 25% (Tab. 11). 
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Sarkosomen aus suffizienten Herzen* verhalten sich gleichartig, 
Nach Vorinkubation mit k-Strophanthin betraigt die Senkung des P/O. 
Quotienten etwa 30% (Ratte) bzw. 40% (Schwein), die ihre Erklarung 
wie bei den Mitochondrien findet (Tab. 12 u. 13). 

Dies bedeutet eine durch Strophanthin bedingte hohere Energie. 
zufuhr, wobei die Konstanz der Phosphataufnahme unter gleichen Be. 
dingungen zeigt, daB diese Energie nicht zur erhéhten Bildung energie- 
reichen Phosphates verwertet wird. Ob und in welchem Umfang sie ver- 
braucht wird, ist vorliéufig ungewif. Im Sinne der Definition von 
Wollenberger!, der die Wirkung von Digitalisglykosiden 1. in eine 
Wirkung auf die Energiebereitstellung (energy liberation) und 2. in eine 
Wirkung auf die Energieausniitzung (energy utilisation) unterteilt hat, 
sind die vorliegenden Versuchsergebnisse als Beeinflussung der Energie- 
bereitstellung zu deuten*. 

Wie schon erwahnt, darf aus den Versuchen an Herzmuskelbrei 
bzw. Herzschnitten gefolgert werden, dai durch Darbietung geeigneter 
Konzentrationen von herzwirksamen Glykosiden auch dort eine erhdhte 
Sauerstoffaufnahme erfolgt. Nach W ollenberger?® und Fischer* tritt 
dieser Effekt um so deutlicher hervor, je geringer die Ausgangsatmung 
liegt. Diese Autoren halten es daher fiir wahrscheinlich, daB der Effekt 
in erster Linie auf Zellschadigungen zuriickzufiihren ist, wie sie z. B. bei 
der Herstellung von Herzschnitten oder Herzbrei unvermeidlich sind. 
Unsere Versuche an Lebermitochondrien und Herzsarkosomen sprechen 
dagegen, da eine der Voraussetzungen fiir die Durchfihrung unserer 
Versuche das Vorhandensein unverinderter, nicht geschadigter Zell- 
partikel gewesen ist. 

Auch die vielfach geaiuBerte Ansicht, daB die Wirkung von kardioton 
wirksamen Glykosiden an die Integritat der Zelle gebunden sei und dab 
deshalb diese Stoffe nur an der Zelle oder deren Membran angriffen, 
nicht aber mit den respiratorischen Enzymen derselben interferierten, 
halten wir nicht fiir wahrscheinlich. Wir halten zwar die Integritat der 
Zelle ebenfalls fiir erforderlich, glauben aber, aus unseren Versuchen den 
SchluB ziehen zu k6nnen, da Herzglykoside auf oxydative Enzym- 
systeme, wie sie in Mitochondrien und Sarkosomen vorliegen, einwirken 
k6onnen. 


Fraulein Marianne Gregor danken wir fiir ihre geschickte und fleibige 
Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche. 
29 A. Wollenberg u. J. Jehl, Amer. J. Physiol. 170, 126 [1952]. 
30H. Fischer, P. Huber u. H. Langemann, Helv. physiol. pharmacol. 
Acta 9, 416 [1951]. 

31 St.Goldschmidt, B. Koerberu. E. Helmreich, diese Z. 290, 106 [1952]; 
E. Helmreich u. St. Goldschmidt, diese Z. 290, 119 [1952]. 

32 G. amprecht, Dissertat. Techn. Hochschule, Miinchen 1956. 

* Uber die Wirkung von k-Strophanthin an insuffizienten Herzen vgl. 
III. Mitteil., W. Lamprecht, G. Lamprecht u. Th. Hockerts, diese Z. 307, 
144 [1957], nachstehend. 
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft dankt der eine von uns (G.) 
fiir die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 


Der Firma C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim-Waldhof, sowie Herrn 
Dr. Sixt, Wacker-Chemie, Miinchen, danken wir fiir die Uberlassung von Pra- 
paraten. 


Zusammenfassung 


Die optimalen Bedingungen fiir die in Mitochondrien bzw. Sarko- 
somen ablaufenden oxydativen Phosphorylierungen (P/O-Quotient) wur- 
den unter Beriicksichtigung verschiedener Faktoren ermittelt. 

Der durchschnittliche P/O-Quotient von Rattenleber-Mitochondrien 
betragt 2,79 + 0,04, der von Herz-Sarkosomen der Ratte 2,14 + 0,07 
und der von Schweineherz-Sarkosomen 2,50 + 0,07. 

k-Strophanthin senkt den P/O-Quotienten durch Erhéhung der 
Atmung bei gleichbleibender Phosphataufnahme um etwa 18%. Nach 
Vorinkubation der Mitochondrien mit k-Strophanthin sinkt der P/O- 
Quotient im Mittel auf 25% (18—44%), bei Herz-Sarkosomen (Ratte) 
um 30—31% und bei Herz-Sarkosomen (Schwein) um etwa 40%. 

Die Sauerstoff-Aufnahme von Leber-Mitochondrien und Sarko- 
somen wird also in jedem Falle verstarkt, waihrend die anorganische 
Phosphat-Aufnahme, d.h. die Bildung energiereicher Phosphatverbin- 
dungen, konstant bleibt. 


Summary 


The oxidative phosphorylation processes in mitochondria and sarco- 
somes have been investigated and the optimum conditions determined. 
The average P: O ratio for rat liver mitochondria, rat heart sarcosomes 
and porcine heart sarcosomes were found to be 2.79 + 0.04, 2.14 + 0.07 
and 2.50 + 0.07, respectively. k-Strophanthin causes a reduction in the 
P: O ratio of approximately 18 per cent as a result of increase in the 
respiration while the phosphate uptake remains constant. After pre- 
incubation of mitochondria with k-Strophanthin the P: O ratio is reduced 
by an average of 25 per cent with minimum and maximum values of 18 
and 44 per cent. Rat and porcine heart sarcosomes showed reductions of 
30—31 per cent and approximately 40 per cent, respectively, after incu- 
bation with k-Strophanthin. The oxygen uptake of liver mitochondria 
and sarcosomes is thus increased while the uptake of inorganic phos- 
phate, i. e. the formation of energy-rich phosphate compounds, remains 
constant. 
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Untersuchungen iiber den Herzstoffwechsel III? 
Die Beeinflussung der Herzenergetik durch Strophanthin 
Von 


Walther Lamprecht und Gabrielle Lamprecht 
Organisch-Chemisches Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


und 


Theodor Hockerts 
Universitats-Kinderklinik und Kinderpoliklinik Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1956) 


Wie in vorausgegangenen Untersuchungen dargelegt werden konnte, 
erhéht k-Strophanthin die Sauerstoffaufnahme von isolierten Leber- 
Mitochondrien und Sarkosomen des suffizienten Herzens. Im Gegensatz 
dazu bleibt die Phosphorylierung unverindert. Daraus resultiert eine 
Senkung des P/O-Quotienten!. Es konnte weiter gezeigt werden, dab 
nach i. v. Fructosegaben trotz erhéhter Herzleistung der Sauerstoff- 
verbrauch dieses Organs nicht, wie zu erwarten, ansteigt, sondern kon- 
stant bleibt oder sogar vermindert ist!. Das erhdhte arterielle Angebot 
energiereicher Phosphatverbindungen wird u. E. dafiir verantwortlich zu 
machen sein. 

Hockerts? untersuchte u. a. Durchblutung und Stoffwechsel des 
vollinnervierten Herzens an Hunden wahrend der Suffizienz bzw. Insuf- 
fizienz und deren Beeinflussung durch Strophanthin oder Digitoxin. Der 
erhohte Sauerstoffverbrauch wihrend der Minderleistung erfahrt durch 
die Glykoside eine deutliche Abnahme. Dieser Effekt ist bereits dann zu 
beobachten, wenn Haimodynamik — und hier insbesondere die Coronar- 
zirkulation und Herzminutenvolumen — noch unverandert sind. 

Gremels?, Gollwitzer-Meier’, Peters®, Moe® u. a. konnten am 
isolierten Herz-Lungen-Praparat zeigen, daB die durch die Insuffizienz 
bedingten Verainderungen der Herzenergetik durch Glykoside riickgangig 
gemacht werden. 

Ks ist auf Grund dieser Beobachtungen anzunehmen, daB die Herz- 
insuffizienz tiefgreifende Verinderungen energetischer Vorgange zur 


1 IL. Mitteil.: St. Goldschmidt u.G. Lamprecht, diese Z. 807, 132 | 1957), 
vorstehend; I. Mitteil.: Th. Hockerts u. W. Lamprecht, Die Medizinische 8, 
289 | 1957;; vgl.: W. Lamprecht, Dtsch. med. Wschr. 81, 534 [1956]. 

2 Th. Hockerts, Cardiologia [Basel] 22, 193 [1953]. 

3 H. Gremels, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 186, 
625 [1937]. 

4 KI. Gollwitzer-Meier, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 288, 
251 [1937]. 

5 H.C. Peters, Amer. Heart J. 11, 273 [1938]. 

6 G. K. Moe, Pharmacol. exp. Therapeut. 64, 65 [1938]. 
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Folge hat, und da Cardiotonica eine primare Stoffwechselwirkung ent- 
falten. Eine verbesserte Hamodynamik kann nach unseren Vorstellungen 
erst dann einsetzen, wenn das Energiedefizit ausgeglichen ist. Im Rah- 
men dieser Uberlegungen wurden die P/O-Quotienten von Sarkosomen 
des Hundes gemessen. Diese Untersuchungen nahmen wir an Tieren mit 
suffizienten und insuffizienten Herzen vor, ebenso kontrollierten wir den 
Einflu8 von k-Strophanthin auf den P/O-Quotienten am insuffizienten 
Herzen. 


Methodik 


Die Versuche wurden an Hunden mit einem Gewicht von 6—20 kg 
durchgefiihrt. Die Préparation der Sarkosomen und die Bestimmung des 
P/O-Quotienten erfolgten wie friiher beschrieben}. 

Operationstechnik: In Morphin (3 mg/kg K6rpergewicht)-Per- 
nocton (0,5 cem ad us. vet.)-Narkose wird der Thorax durch Mittelschnitt 
eroffnet und das Herz freigelegt. Die Beatmung erfolgt tiber einen 
Trachealkatheter mittels Atempumpe. Atemfrequenz und -tiefe werden 
genau eingestellt. Der CO,-Gehalt der Ausatmungsluft, der bei 3% zu 
liegen hat, wird des 6fteren kontrolliert, um Hypo- bzw. Hyperventi- 
lationen auszuschlieBen. Uber eine Jugularvene fiihren wir einen Poly- 
ithylenkatheter in den rechten Vorhof ein, iiber den die photoelektrische 
Registriernng des Venendruckes mittels Statham-Elementen erfolgt; 
der arterielle Druck wird mit ahnlichem Element iiber eine in der A. femo- 
ralis endstindig eingebundene Kaniile registriert. 

Die Sauerstoffsattigung des arteriellen Blutes hat zwischen 96—98%, 
zu liegen. Ein u. U. unter der Narkose auftretendes arterielles Sauerstoff- 
defizit gleichen wir durch reine O,-Beatmung aus. Die O,-Analysen 
werden im Kippschen Hamoreflektor, Kontrollen in der van Slyke- 
Apparatur vorgenommen. Uber dem linken Ventrikel wird dann der 
Herzbeutel erdffnet. Durch scharfen Schnitt erfolgt im Anschlu8 daran 
die Entnahme der Herzmuskelprobe bei suffizienten Herzen, aus der 
die Sarkosomen zur Bestimmung der P/O-Quotienten isoliert werden. 
Kleine Blutungen werden mit heiBer Kochsalzlésung gestillt. Zu gré- 
Beren Blutungen, die eine Unterbindung erfordern, ist es praktisch nie 
gekommen. 

Zur Erzeugung einer Herzinsuffizienz werden kleine Coronariaste 
abgebunden (vgl.S. 148). Nachdem es dann zu den typischen Anderungen 
des Blut- und Venendruckes gekommen ist, wird eine weitere Muskel- 
entnahme vorgenommen. Bei den Strophanthinversuchen injizieren wir 
anschlieBend das Pharmakon langsam innerhalb von 1 Min. in eine 
Cubitalvene. Unabhingig vom Gewicht des Tieres wird grundsitzlich 
1/,mg Kombetin* verwendet. 


* Wir danken auch an dieser Stelle der Fa. C. F. Boehringer & Soehne, 
— fiir dje zur Verfiigung gestellten Biochemica. und ,,Kombetin‘“‘- 
uster. 
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Ergebnisse 


Tab. 1. P/O-Quotient: Suffizientes Herz; 


1. P/O-Quotient des suffizienten Herzens 
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30°, Inkubationszeit 25 Min. 














suches direkt vergleichbar sind. 


P/O = 2,75. 











Versuch pA O* vA P* | P/O 

1 1,09 2,98 2,73 

2 0,96 2,68 2,80 

Tier I 3 0,98 2,68 2,74 
4 1,13 2,98 2,63 

5 1,19 3,28 2,75 

1 0,95 2,66 2,80 

2 Ll 2,92 2,64 

Tier II 3 1,10 3,06 2,78 
4 1,13 3,15 2,79 

5 1,12 3,18 2,83 

Mittel 1,07 2.95 2.75 


* In jedem Versuchsansatz wurden bei der Messung von P/O-Quotienten jeweils 3,4—3,7 mg 
Protein (Sarkosomen) pro Reaktionsgefi8 eingesetzt, so da8 O- und P-Aufnahme eines jeden Ver- 


Aus Tab. 1 ist zu ersehen, dafi in Sarkosomen eines suffizienten 
Herzens die Sauerstoffaufnahme durchschnittlich 1,07 wA/3,4—3,7 mg 
Protein betrigt; die Phosphataufnahme ist im Mittel 2,95 wA/Versuch; 


2. P/O-Quotient des insuffizienten Herzens 


Tab. 2. P/O-Quotient: Insuffizientes Herz; 30°, 25 Min. 





























Versuch | yAO uA P P/O 

1 1,42 1,99 1,40 

2 1.40 1:86 133 
Tier TIT 3 138 2.12 153 
4 1.48 1.99 35 

1 1,38 1,99 1,44 

2 141 199 1.41 
Tier IV 3 51 1.99 1.32 
4 1.40 73 1.24 

1 1,34 1,86 1,36 

2 L12 L73 1.54 
Tier V 3 1.25 173 1:39 
4 1.42 1.86 1.31 

Mittel 1,37 1,90 1,39 


Am insuffizienten Herzen steigt die Sauerstoffaufnahme auf durch- 
schnittlich 1,37 wA/Versuch an, wihrend die P-Aufnahme auf 1,90 wA/ 
Versuch absinkt (Tab. 2). P/O = 1,39. 
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Im Gegensatz zum beschriebenen operativen Vorgehen wurde in 
einem weiteren Versuch (Tab. 3) die Insuffizienz durch Katheterisierung 


des Sinus coronarius erzeugt. 


Tab. 3. P/O-Quotient: Insuffizientes Herz; 30°, 25 Min. 








Versuch | uA O nA P P/O 
1 1,68 2,40 1,43 
Tier VI : “er Pe oe 
4 1,73 2,40 1,38 

Mitte: | 1,36 





3. Wirkung von Strophanthin auf das insuffiziente Herz 
Tab. 4. P/O-Quotient: Wirkung von k-Strophanthin auf das insuffiziente Herz; 









































30°, 25 Min. 

Versuch | pwA O uA P P/O 

1 3,80 3,05 0,80 

2 4,22 3,05 0,73 

—* 3 4,38 3,18 0,72 
TeV 4 3,81 3,05 0,79 
5 4,50 3,32 0,74 

6 4,43 3,05 0,69 

Mittel 4,29 3,12 0,74 

1 2,84 3,19 1,12 

2 2,68 3,19 1,18 

_ 3 2,59 3,19 1,23 
fever 4 2,74 3,32 121 
a. 2,81 3,06 1,09 

6 2,60 3,19 123 

Mittel: 2,71 3,19 17 

1 2,60 2,92 1,12 

2 2,45 2,66 1,09 

Tier IX 3 2,76 2,66 0,96 
4 2,65 2,66 1,00 

5 2.60 2,66 1,02 

Mittel: 2,61 r Fe | 04 
Gesamtmittel: | 320 | 3,00 | 0,94 


Nach intravenédser Injektion von 0,25 mg k-Strophanthin wahrend 
der Insuffizienz des Herzens sinkt der P/O-Quotient an Sarkosomen von 
1,39 (Tab. 2) auf 0,94 (Tab. 4). Ein Vergleich der Phosphataufnahme mit 
der O-Aufnahme zeigt jedoch, daB die normale Phosphorylierungskapa- 
zitit (3 wA P) unter der Strophanthinmedikation wieder erreicht wird, 
die Atmung dagegen iiber die Norm steigt (etwa 3,2 wA O; Tab. 4). Die 
Folge ist ein weiteres Absinken des P/O-Wertes. 

10* 
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Tab. 5 zeigt als Beispiel einen Versuch, bei dem am gleichen Tier 
(Hund) P/O-Quotienten bestimmt wurden: Zur Zeit t, war tatsachliche 
Insuffizienz eingetreten, es erfolgte die erste Herzmuskelentnahme. Dar. 
aufhin wurden sofort 0,25 mg k-Strophanthin injiziert, nach 20 Min (t,) 
wurde eine zweite Muskelprobe entnommen. 


Tab. 5. P/O-Quotient: Wirkung von k-Strophanthin auf das insuffiziente Herz; 








Tier X. 30°, 25 Min. 
Versuch | Stroph.| AO | «wAP 1 | a es Oe a 
1 ig 0,91 1,33 1,46 
2 = 1,00 1,19 119 
3 ah 107 133 1,24 
4 + 2:46 2'80 1.14 0,31 24,0 
5 + 2/27 280 | (1,23) 
6 + 2,86 2.65 0,93 
7 + 3,03 2.65 0,87 




















Entnahme der Herzproben zur Zeit ¢, ohne Strophanthin (—), zur Zeit t, mit 
Strophanthin (+). 


Diskussion 


Bei der Diskussion vorliegenaer Ergebnisse ist der Grad der experimentell 
erzeugten Insuffizienz des Herzens beachtenswert. Unter Herzinsuffizienz wird 
definitionsgemaB ein MiBverhaltnis zwischen vorhandener Muskelkraft und gefor. 
derter Leistung verstanden. Der Kliniker bezeichnet ein Herz dann als insuffizient, 
wenn es Stauungen im groBen oder kleinen Kreislauf erzeugt. Diese gehen in jedem 
Fall einher mit einer Venen-Druckerhéhung und einem Blutdruckabfall. Aus dem 
Blutdruck kann man auf das Herzminutenvolumen schlieBen, das im akuten Ver. 
such weitestgehend die Blutdruckamplitude bestimmt. 

Die durch Pharmaka — wie Luminal, Campher, Histamin oder dg]. — hervor- 
gerufene Herzinsuffizienz ist nach Hockerts? fiir derartige Untersuchungen nicht 
sehr giinstig, da alle diese Priparate Herzstoffwechsel und Durchblutung erheblich 
beeinflussen. Auch Bariumchlorid erscheint ungeeignet, da selbst bei einer Dosie- 
rung von 40—60 mg i. v. der Venendruck nicht wesentlich gesteigert wird, der 
CoronardurchfluB dagegen erhebliche Verinderungen erfahrt?. 

Zur Erzeugung einer Herzinsuffizienz ist nach Hockerts? die Unterbindung 
kleiner Aste der Coronararterien vorzuziehen, da diese friihzeitig zu einem Abfall 
des Blut- und Anstieg des Venendruckes fiihrt. 

Wie wir schon friiher betonten', bediirfen Befunde iiber Stoffwechselunter- 
suchungen am Herzmuskel einer zuriickhaltenden Interpretation, insbesondere 
Studien, die vorwiegend an Herz-Lungen-Praparaten oder ahnlichen Modellen vor. 
genommen werden. Die Entfernung des Organs aus dem Gesamtorganismus fiihrt 
zu unphysiologischen Bedingungen, so u. a. zu einer abnorm hohen Konzentration 
zirkulierender Intermediirprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels, sodaB die 
Ergebnisse nicht unbedingt mit den Reaktionen im Gesamtorganismus verglichen 
werden diirfen. 


Nach Tab. 1 betragt die Sauerstoffaufnahme von Sarkosomen eines 
suffizienten Herzens durchschnittlich 1,07 ~A/3,4—3,7 mg Protein, die 
Phosphataufnahme 2,95 wA; P/O-Quotient = 2,75. 
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Am insuffizienten Herzen dagegen steigt die Sauerstoffaufnahme 
von 1,07 4A auf durchschnittlich 1,37 ~A/Versuch an, wahrend die 
P-Aufnahme auf 1,90 wA/Versuch absinkt (Tab. 2); P/O = 1,39. 

Die Struktur des insuffizienten Herzens setzt also mehr Sauerstoff 
un. Die Fahigkeit, anorganisches Phosphat zu verbrauchen, ist wihrend 
der Insuffizienz gestért. Der von uns nachgewiesene erhéhte Sauerstoff- 
bedarf des insuffizienten Herzens wird durch friihere Versuche von 
Hockerts? mittels Bestimmung der Coronar-AV-O,-Differenz bestatigt. 

Einem insuffizienten Herzen fehlt einmal die Fahigkeit, Sauerstoff 
im normalen Mae zu verwerten, zum anderen ist die Bildung energie- 
reicher Phosphatverbindungen wahrend der Insuffizienz eingeschrankt. 
Damit fehlt méglicherweise Energie fiir die Muskelarbeit. 

Nach Injektion von k-Strophanthin wahrend der Insuffizienz wird 
die normale Phosphorylierungsrate wieder erreicht, die Atmung steigt 
allerdings tiber die Norm an (3,20 A O; Tab. 4). Die Folge ist eine Senkung 
des P/O-Quotienten von 1,39 auf 0,94 bei gesteigertem Phosphatver- 
brauch. 

Die erhéhte Atmung entspricht den Verhaltnissen in vitro an iso- 
lierten, suffizienten Sarkosomen bzw. Leber-Mitochondrien!. 

Nach Wollenberger’® ist im insuffizienten Herz-Lungen-Praparat 
der ATP- und Phosphokreatingehalt unverandert und wird durch kardio- 
ton wirksame Glykosidkonzentrationen nicht beeinfluBt; nach Furch- 
gott® andert Strophanthin den Gehalt an energiereichen Phosphaten 
am isolierten Meerschweinchenvorhof nicht. Erwahnenswert ist jedoch, 
daB die Autoren keine spezifische Bestimmungsmethode fiir ATP an- 
wendeten. Greiner?! findet dagegen im stark geschiadigten Papillar- 
muskel der Katze einen verminderten ATP-Gehalt, der durch inotrop 
wirksame Ouabaindosen wieder normalisiert wird: ,,Durch Ouabain wird 
die systolische Kraft durch Normalisieren des ATP-Spiegels wieder her- 
gestellt‘“1. Die Annahme, daB sich der Gehalt an energiereichen Phos- 
phaten wahrend der Insuffizienz und durch Strophanthingaben nicht 
indert®, ist nach unseren Messungen von P/O-Quotienten auszuschlie- 
ben. Bereits vorliegende Ergebnisse iiber Bestimmungen der stationaren 
ATP-Konzentrationen des insuffizienten Herzens vor und nach Stro- 
phanthingaben bestatigen diese Befunde; iiber diese Arbeiten wird dem- 
nachst berichtet werden. 


Nach Wollenberger’ und Rothlin" darf man aus einer Anderung des Ge- 
haltes an energiereichen Phosphaten keine eindeutigen Riickschliisse auf eine Be- 
einflussung des Phosphatstoffwechsels durch Glykoside ziehen: ,,Der in einem be- 
stimmten Moment gemessene ATP-Gehalt bedeutet nur den Zustand eines Gleich- 


7 A. Wollenberger, Pharmacol. Rev. 1, 311 [1949]. 
8 A. Wollenberger, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 108, 123 [1951]. 
®* R. F. Furchgott, T. de Gubareff u. M. W. McCaman, J. Pharmacol. 
exp. Therapeut. 110, 19 [1954]. 
10 T. Greiner, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 105, 178 [1952]. 
n 11 KE. Rothlin, u. M. Taeschler, Fortschr. d. Kardiologie, S. 202. 8. Karger, 
asel 1956. 
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gewichtes von Bereitstellung und Verbrauch derselben und besagt nichts tiber die 
Geschwindigkeit der metabolischen Umsetzung‘‘!!. 

Die freie Normalenergie 4F( der Reaktion ATP = ADP + PO,*9, also die 
freie Energie eines Reaktionssystems, in dem die Reaktionspartner in molarer 
Konzentration ([ ])* vorliegen, ergibt sich aus der Beziehung 


‘ 2 [ADP] [PO,*°] 
, = K peg sesetied Bott WE 
AF, = RT ln K [ATP] 

Die freie Energie AF (bei bleibender Konzentration der Reaktionspartner) 
ist der wirkliche Energiebetrag, welcher bei der Beladung des Energiesystemes 
aufgebracht werden muB. Diese weicht unter physiologischen Bedingungen von 
der freien Normalenergie AF betrachtlich ab: 

c 

AF = AF), + f(pq) + RT In ‘se + RT \n¢po 20 f(py) = additives Glied 
des py-Wertes 3”. ; 

c = Konzentration im dynamischen Gleichgewichtszustand (steady state). 

Die freie Energie AF des ATP-Systems wird demnach durch Konzentra- 
tionsschwankungen der einzelnen Reaktionspartner, auch durch die des freien 
Phosphations (P-Aufnahme im P/O-Quotienten), beeinfluBt. 

Daraus ergibt sich, daB der im stationaren Zustand vorhandene Spiegel der 
Reaktionspartner des ATP-Systems das Potential bestimmt, welches zur maxi- 
malen Muskelarbeit zur Verfiigung steht. 

Eine Anderung des ATP-Spiegels bzw. des Phosphatverbrauchs im statio- 
naren Zustand bedeutet nicht nur eine Anderung des Energiezustandes, sondern 
verschiebt zwangslaufig auch das Gleichgewicht von Phosphorylierung und De- 
phosphorylierung (,,Beladung“* und ,,Entladung‘‘). Dies bedeutet wiederum, da8 
die Reaktionsabliufe von ,,Beladung‘‘ und ,,Entladung“ differente Reaktions- 
geschwindigkeiten besitzen. So halt z. B. bei vermindertem Phosphatverbrauch 
die Neubildung energiereicher Verbindungen nicht Schritt mit deren Spaltung. 

Die grundlegenden Arbeiten Wollenbergers zeigen, da8 die positiv ino- 
trope Wirkung der Herzglykoside, rein energetisch betrachtet, entweder auf einer 
groBeren Energiezufuhr direkt verwertbarer Energie der Zelle beruht, oder die 
Folge einer verbesserten Umsetzung der vorhandenen ,,chemischen Bindungs- 
energie“ in mechanische Arbeit ist". Wollenberger trennt deshalb die Wirkung 
von Herzglykosiden in: 

1. Energiebereitstellung (Energieaufnahme, O,-Aufnahme, Nahrstoff- 
aufnahme, Intermediarstoffwechsel, Bildung von energiereichen Phos- 
phaten usw.) und 

2. Energieausniitzung (Verwertung der chemischen Energie fiir die me- 
chanische Arbeitsleistung; diese wiederum zerfallt in Wirkung a) auf den 
kontraktilen Apparat selbst oder auf die Milieufaktoren, wie Ionen oder 
Enzyme, und b) in die fiir die Kontraktilitat des Myocards". 

Wir mochten uns jedoch bei der Beurteilung von stoffwechselaktiven 
Verbindungen ebenso wie bei der Wirkungsdeutung herzwirksamer Glyko- 
side den Begriffen anschlieBen, die am Beispiel des ,,ATP-Systems“ sich 
in der heutigen Biochemie durchzusetzen beginnen und die durch thermo- 
dynamische Gesichtspunkte begriindet sind. Der Mechanismus des 
,ATP-Systems* kann namlich zur Charakterisierung der Funktionen 
eines energieiiberfiihrenden Systems im Stoff- und Energiewechsel der 
Zelle dienen!*, Nach einem Vorschlag Biichers}* wird das ATP-System 


als ein System der Energieiiberfiihrung definiert: 


* Konzentration im statischen Gleichgewichtszustand. 

122 R, A. Alberty, R. M. Smith u. R. M. Bock, J. biol. Chemistry 193, 425 
[1951]. 
18 Th. Biicher. Advances in Enzymol. 14, 1 [1953]. 
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-—— energieaufnehmende Prozesse —__— 
ATP ADP + PO, 
————— energieanliefernde Prozesse —-4 


Wir schlagen daher fiir die Beurteilung der Wirkung stoffwechselaktiver 
Verbindungen die Begriffe ,,Beladung“‘, ,,Entladung® und ,,Ladungs- 
zustand‘‘ vor und definieren wie folgt: 


1. Beladung: Energieanliefernde Reaktionen und Reaktions- 
mechanismen, die energiereiche Verbindungen aerob (O,-Aufnahme) oder 
anaerob (Brenztraubenséure-Milchsiure-Verwertung) bilden (P-Auf- 
nahme, Nahrstoffaufnahme usw.), 

2. Entladung: Energieaufnehmende Reaktionen und Reaktions- 
mechanismen, die energiereiche Verbindungen umsetzen (Substratphos- 
phorylierung usw.) oder die der Verwertung der chemischen Energie fiir 
die mechanische Arbeitsleitung dienen, und 

3. Ladungszustand: Die Konzentration der im statischen 
Gleichgewicht vorhandenen energiereichen Verbindungen (,,stationare 
Zwischenstoffkonzentration“‘), die die Organzelle produziert hat oder die 
dem Organ exogen zugefiihrt wird (Blut-ATP usw.). 


Aus unseren bisherigen Befunden ergibt sich demnach als wahr- 
scheinliche Deutung: Bei der akuten himodynamischen Herzinsuffizienz 
ist nicht die Energiebereitstellung, z. B. durch exogen zugefiihrte Blut- 
ATP gestoért, sondern der Ladungszustand der Zelle selbst. Wir finden 
im Blut normale Werte an ATP, ADP und AMP (vgl. I. Mittlg.'). Die 
St6rung ist in der Muskelzelle selbst lokalisiert. Die Messungen von 
P/O-Quotienten zeigen, da8B in der Muskelzelle des insuffizienten Herzens 
die Beladung durch die Atmungskette gestért ist: a) erniedrigte Phos- 
phataufnahme in energiereiche chemische Bindung und b) bei ernie- 
drigter P-Aufnahme eine gering gesteigerte Sauerstoffaufnahme. 

Nimmt man an, daB die Kopplung zwischen Phosphat- und Sauer- 
stoffaufnahme der Atmungskette ein konstant bleibender Elektronen- 
prozeB ist, so entspricht: P/Ogrog ~ Atmung icin und Atmung enont 
~ P/Oxein. Ein herabgesetzter Phosphatverbrauch mu8 dann einer er- 
hohten O-Aufnahme die Waage halten (Tab. 2). 

Die als Folge der Insuffizienz auftretende St6rung der energie- 
anliefernden Reaktionen (Beladung) wird durch k-Strophanthin be- 
seitigt: a) Normalisierung der Phosphataufnahme und b) bei normali- 
sierter P-Aufnahme ein erhéhter Sauerstoffverbrauch. 

Eine Anderung des Ladungszustandes der Zelle ist nichts anderes 
als eine Folge der verminderten oder vermehrten Be- oder Entladung. 
Die Messungen der stationiren ATP-Konzentrationen werden unter 
den oben dargelegten Verhaltnissen deutbar und wesentlich. 

Ob wahrend der Herzinsuffizienz energieaufnehmende Prozesse 
Stérungen erleiden, muB durch weitere Untersuchungen geklart werden. 
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Vor allem interessiert die Frage des entladenden Energiewechsels der 
Zelle nach Strophanthin-Applikation. 

Natiirlich diirfen bei der Beurteilung der im Herzmuskel gestorten 
energetischen Reaktionen anaerobe Stoffwechselvorginge nicht vernach- 
lassigt werden. So erhéhen beispielsweise Glykoside die Milchsdureauf- 
nahme am Herzschnitt'*. 

Ellis!® und Wollenberger’ sind der Auffassung, daB die Glyko- 
side eher auf die Energieausniitzung einwirken, also auf die Verwertung 
energiereicher Phosphatverbindungen fiir die Muskelarbeit. Nach Ellis 
bleibt die kardiotone Glykosidwirkung nach Blockierung der oxydativen 
Phosphorylierung mit Dinitrophenol am Froschherzen aus. 

Wir glauben dagegen, daf die kardiotone Glykosidwirkung nach 
Vergiftung der oxydativen Phosphorylierung deshalb ausbleiben mub, 
weil unter den dargelegten Verhiltnissen das ATP-System blockiert 
ist, denn Dinitrophenol unterbindet bereits die Beladung. Damit wird 
zwangsliufig die Verwertung der chemischen Energie fiir die Muskel- 
arbeit beeintrachtigt. Grisolia!® zeigte kiirzlich, daB der Effekt der 
Dinitrophenol-Entkoppelung an Kaninchen-Sarkosomen durch Digitoxin 
sogar verstarkt wird. 

Unsere Befunde stehen nicht im Widerspruch zu der Annahme, die 
Stoffwechselwirkung der Glykoside sei an die Integritaét der Zelle ge- 
bunden”!?-18, Mitochondrien und Sarkosomen sind wohl isolierte Enzym- 
systeme, aber sie sind von Membranen umgebene hochstrukturierte 
Gewebseinheiten mit Multienzymketten. Eine Beeinflussung der Zell- 
permeabilitat und des Membran-Elektropotentiales durch Glykoside 
ist ebenfalls zu diskutieren. Insbesondere interferieren Glykoside mit 
dem aktiven Ionentransport an der Zellmembran™: 2°, Nach Reiter! 
bewirkt Strophanthin in kontrakturerzeugender Konzentration eine Ab- 
nahme der intracelluléren Kalium- und eine Zunahme der intracellu- 
laren Natriumkonzentration. Die vorliegenden Messungen von P/O-Quo- 
tienten wurden in Ca-freiem Medium durchgefiihrt, die Na-Konzen- 
tration war 0,057-m., die K-Konzentration 0,037-m. Es muB auch die 
Frage offen bleiben, ob durch Glykoside Strukturveranderungen der 
Zelle eintreten. 


M4 A. Wollenberger, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
219, 408 [1953). 

15 §. Ellis, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 103, 342 [1951]. 

16 §. Grisolia, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 437 [1955]. 

17 K. Rothlinu. O. Schoelly, Helv. physiol. pharmacol. Acta 8, C 69 [1950]. 

18 J. Doull, R. G. Herrmann, E. M. K. Geiling u. K. P. Dubois, Arch. 
int. Pharmacodynam. Thérap. 86, 487 [1951]. 

19 W. Trautwein u. P. N. Witt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 216, 197 [1952]. 

0 N. GoBweiler, K. Kipfer, G. Poretti u. W. Rummel, Pfliigers Arch. 
ges. Physiol. Menschen Tiere 260, 154 [1954]. 

21M. Reiter, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 227, 
300 [1956]. 
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Strophanthin scheint aber die Prozesse der energieanliefernden 
Reaktionen positiv beeinflussen zu kénnen: Aus unseren Ergebnissen 
sehen wir, da k-Strophanthin, gemessen am isolierten Enzymsystem der 
Atmungskettenphosphorylierung, eindeutig die Bildung energiereicher 
Phosphate im insuffizienten Herzen stimuliert, die Phosphorylierungs- 
rate im suffizienten Herzen nicht verandert, in jedem Falle aber die 


Sauerstoffaufnahme erhoht. 

Fiir experimentelle Mitarbeit sind wir Herrn Dr. med. G. Miilke und Fraulein 
G. B6gelmann sehr zu Dank verpflichtet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft dankt der eine von uns (W. L.) 
fiir die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 

Ferner haben wir Herrn Prof. Dr. Th. Biicher fiir die kritische Durch- 
sicht des Manuskriptes sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Der P/O-Quotient eines suffizienten Hundeherzens betragt 2,75. 
Wahrend der akuten hamodynamischen Herzinsuffizienz sinkt er auf 1,39. 
Die Sauerstoffaufnahme von Sarkosomen ist wihrend der Insuffizienz 
hoher. Dagegen ist die Phosphataufnahme wihrend der Minderleistung 
des Herzens stark erniedrigt. 

Nach k-Strophanthingaben ist die Atmung des insuffizienten Hunde- 
herzens hoher als die Phosphorylierungsrate, die Sauerstoffaufnahme 
steigt fast auf das Doppelte an, und die Phosphorylierung normalisiert 
sich wieder. 

Die Stérung am insuffizienten Herzmuskel ist in der Zelle selbst 
lokalisiert; die energieanliefernden Reaktionen der Zelle sind gestért. 

Friih2re Beobachtungen, daB kardioton wirksame Glykoside mit 
den isolierten Enzymsystemen der Atmungskettenphosphorylierung 
interferieren, finden damit eine weitere Bestatigung. 

Zur Beurteilung der Wirkung stoffwechselaktiver Verbindungen, 
beispielsweise der Herzglykoside, werden die Beyriffe Beladung, Ent- 
ladung und Ladungszustand vorgeschlagen. 


Summary 


The sufficient canine heart shows a P: O ratio of 2.75 which falls 
to 1.39 during acute haemodynamic insufficiency. The oxygen uptake of 
sarcosomes is increased during insufficiency while the phosphate uptake, 
on the other hand, is markedly reduced. Administration of k-Strophan- 
thin increases the respiration of the insufficient canine heart more than 
the phosphorylation ratio so that the oxygen uptake is practically 
doubled and the phosphorylation becomes normal. The derangement of 
the insufficient heart muscle is localized in the cells where the energy- 
providing reactions are disturbed. The results confirm previous ob- 
servations that cardiotonic glycosides act on the isolated enzyme systems 
of the respiratory chain phosphorylation. The expressions ,,charge“, 
,discharge‘‘ and ,,state of charge‘ are proposed for the evaluation of 
the action of metabolically active substances such as the cardiac glyco- 
sides. 
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Uber das Vorkommen von Astacin im Neonfisch 
Von 
Roland Mayer 
Aus dem Institut fiir organische Chemie der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1956) 


Im Zuge einer Untersuchung iiber Hautkrankheiten verschiedener 
fiir den Export bestimmter Zierfische beschaftigten wir uns mit den 
Hautpigmenten des Neonfisches (Hyphessobrycon innesi Myres, Neon- 
salmler, Leuchtkolibri). 

Dieser am Oberlauf des Amazonas beheimatete; etwa 3,5 cm lang werdende 
Warmwasserfisch zahlt zu den schénsten Salmlern. Nicht nur, weil sich bei ihm 
vom Vorderrand der Augen iiber den oberen Augenbogen bis etwa in Hohe der 
Fettflosse ein je nach den Lichtverhaltnissen blaugriin bis stahlblau-violett 
fluorescierendes Strahlenband erstreckt, sondern vor allem auch deswegen, weil 
sich von der Bauchmitte bis in die Schwanzflosse eindringend, ein in dieser Art in 
der Fischwelt nur selten wiederzufindendes, auBerordentlich sattes Rot ausbreitet. 

Unsere“Untersuchung hatte zum Ziel, die chemische Natur der roten 
Farbkomponenten und die des Leuchtstreifens aufzukliren und nach 
Zusammenhangen mit der gefiirchteten Neonkrankheit! zu suchen. Hier 
sei nur auf die chemische Seite eingegangen. 


Untersuchung der intensiv rotgefarbten Hautbezirke 


Die roten Farbkomponenten erwiesen sich als Carotinoide, deren 
verlustlose praparative Herausarbeitung sehr einfach durch einmalige 
Extraktion méglich war. Nach Verseifen, Trennung in hypophasische 
und epiphasische Anteile und chromatographische Aufarbeitung resul- 
tierte in der Hauptsache ein laugeldsliches bzw. als Alkalisalz ausfiall- 
bares Carotinoid, das nach seinem chromatographischen Verhalten, seinen 
Lésungsfarben, seinem Einbandspektrum, seinem Schmelzpunkt und 
seinem Verhalten gegentiber Schwefelsiiure und Antimontrichlorid als 
Astacin identifiziert wurde. 

Seit Kuhn und Lederer? Astacin aus Hummer isolierten, sind 
zahlreiche andere Vorkommen dieses Carotinoids bekanntgeworden * **°, 


1 Vgl. H. Thieme, Aquarien und Terrarien, 3. Jahrgang, Heft 6, 172 [1956], 
Urania-Verlag Leipzig/Jena. 

2 R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 488 [1933]. 

3 Vgl. P. Karrer u. E. Jucker, Carotinoide, Verlag Birkhauser Basel [1948]. 

4 D. L. Fox, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 5 [1948]. 

5 R. Kuhn, J. Stene u. N. A. Sérensen, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1688 
[1939]. 

6 D. M. Steven, Nature [London] 160, 507 [1947]; J. exp. Biology 26, 295 
[1949]; C. Chechan, R.Grangoud u. R. Massonet, C. R. Séances Soc. Biol. 
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Neue Gesichtspunkte ergaben sich erst, als Kuhn und Sérensen? 1938 
ein mit dem Astacin® nahe verwandtes Pigment, das Astaxanthin (II), 
auffanden, das auBerst leicht durch Autoxydation in Astacin (I) iiber- 
geht und in zahlreichen Fallen die eigentliche native Farbkomponente 
darstellt®. 


CH, CH, é 
Ney “— a ites 
a \_-CH=CH—C =CH—CH =CH—C =CH—CH=CH—CH —C_CH= 
CH, CH 
o7\/ \cu, ry ci ° 
O —CH—CH=C—CH=CH—/ \ 
} 
I (Ketonformel) ra \Z No 
CH, 
0 
= CH CH. CH 
ol ‘ii ils ‘es 
/\_CH=CH—C =CH—CH =CH—C —=CH—CH =CH—CH —C_CH= 
CH, CH 
HO” \’ \cu, CH, or 
l | 
0 —CH—CH=C—CH=cH—/ 
a, 
I CY OH 


Nach R. Kuhn und Mitarbb.® war es ,,kaum anzunehmen, daB in 
den noch fraglichen Beispielen sich Astacin als Naturprodukt erweisen 
wird‘. Man strich deshalb das Astacin aus der Liste der Naturfarb- 
stoffe’. 

Verschiedene Beobachtungen, insbesondere die nur minimale Asta- 
xanthinreaktion in alkalischem Milieu unter LuftabschluB, deuteten aber 
an, daB beim Neonfisch nicht nur Astaxanthin, sondern daneben im 
Fisch selbst Astacin vorhanden sein muBte. 

Anfanglich fiihrten wir die Aufarbeitung nach einer fiir die Asta- 
xanthingewinnung von Kuhn und Sérensen’ angegebenen Methode 
unter Kohlendioxyd durch. Dazu wurde das Verfahren so abgewandelt, 


Filiales Associées 144, 1025 [1950]; O. Volker, Naturwissenschaften 37, 309 
[1950]; diese Z. 288, 20 [1951]; T. W. Goodwin u. S. Srisukh, Biochem. J. 46, 
XVII [1950]; 48, 199 [1951], vgl. Nature [London] 167, 559 [1951]; L. R. Fisher, 
8. K. Kon u. 8. Y. Thompson, J. Marine biol. Assoc. United Kingdom 31, 229 
[1952]; vgl. J. A.C. Nicol, School Sci. Rev. 88, 208 [1952]; H.G. Vevers, J. 
Marine biol. Assoc. United Kigdom 30, 569 [1952]; A. J. Cohen, Biol. Bull. 102, 
91 [1952]; R.M. Brachi, Biochem. J. 54, 466 [1953]; R. Lenel, C. R. hebd. 
Séances Acad. Sci. 286, 1090 [1953]; M. de Nicola, Biochem. J. 56, 555 [1954]. 

7 R. Kuhn u. N. A. Sérensen, Angew. Chem. 51, 465 [1938]; Ber. dtsch. 
chem. Ges. 71, 1879 [1938]. 

8 P. Karrer u. Mitarbb., Helv. chim. Acta 17, 412, 745 [1934]; 18, 96 
(1935]; 19, 479 [1936]. 
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daB wir die Fische in einem Gemisch von Trockeneis-Alkohol (bzw. 
Aceton) einfroren, in einem eingebuchteten Trockeneisblock sezierten 
und anschlieBend in CO,-Atmosphare extrahierten. Dabei wurde nicht 
Astaxanthin, sondern Astacin isoliert. Obwohl dieses Verfahren bei der 
Darstellung des Astaxanthins aus Hummereiern gute Dienste leistete, 
konnten immerhin die Spuren der im Trockeneis eingeschlossenen Luft 
eine rasche Autoxydation des Astaxanthins bewirkt haben. Wir wahlten 
daher spater eine Aufarbeitungsmethode unter reinstem Stickstoff, konn- 
ten aber auch dabei hauptsachlich nur Astacin erhalten. 
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Beim Versuch, die in einem Fisch vorhandene Astacinmenge kolori- 
metrisch zu bestimmen, stieBen wir auf eine weitere uns auBerordent- 
lich tiberraschende Feststellung. Es war namlich nicht gleichgiiltig, ob 
die Fische am friihen Morgen oder abends getétet und untersucht 
wurden. Wir verfolgten diese Beobachtung und stellten fest, daB die in 
einem Fisch vorhandene absolute Astacinmenge von der Lichteinwirkung 
abhangig ist. Bei Bestrahlung strebt der Astacingehalt eines Fisches dem 
(Durchschnitts-)Wert von 8 y zu, waihrend im Dunkeln eine Mindest- 
grenze von 3 y erreicht wird (Abb. 1). 

Diese Astacinanreicherung bzw. den -abbau vermag der Neonfisch 
auch bei ginzlich carotinoidfreier Nahrung zu erreichen, da Neonfische, 
die in zunachst frisch destilliertem und dann nochmals sterilisiertem 
algenfreien Wasser mehrfach umgesetzt und dann mehr oder weniger 
intensiv bestrahlt wurden, immer Astacinmengen lieferten, die den Wer- 
ten der Abb. 1 innerhalb der Fehlergrenze entsprachen. 

Die Anreicherung des Carotinoids durch Bestrahlung wird demnach 
nicht etwa durch eine vermehrte Nahrungsaufnahme (carotinoidhaltige 
Algen bzw. Mikroorganismen) bewirkt, sondern erfolgt durch Vorgange 
im Fisch selbst. Rein auBerlich fallt diese Mengenverainderung des Farb- 
stoffes nur bei extremen Lichtverhaltnissen auf. 
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Diese hier aufgezeigten Farbanderungen haben nichts gemein mit dem in der 
Natur verbreiteten Phinomen der Farbanpassung, bei dem z. B. Fische durch 
Zusammenziehen bzw. Ausdehnen von Farbzellen spontan ihre Farbe andern 
kénnen, da beim Neonfisch der Farbstoff nicht in Farbzellen eingebettet, sondern 
diffus in Zell- und Fettgewebe verteilt ist. Eine Veranderung des roten Farbtones 
beim Neonfisch bedeutet daher eine wirkliche Anderung der Farbstoffmenge bzw. 
eine wirkliche Verlagerung des Farbstoffes. 


Nach dieser Beobachtung war es uns erst méglich, kristallisiertes 
Astacin einigermaBen wirtschaftlich zu erhalten. Wir muBten uns zur 
Aufarbeitung gréBerer Fischmengen um so mehr entschlieBen, als ja ein 
rein spektroskopischer Nachweis des Astacins und die Alkalildéslich- 
keit nicht beweisend sind, zumal sich beispielsweise das von Scheer® 
aus Seemuscheln isolierte Mytiloxanthin wie Astacin verhalt, aber um 
86° tiefer schmilzt und die im Fleisch des Salms (Salmo salar) vorkom- 
mende Salmensaure!® und die z. B. aus Seesternen isolierte Asterin- 
siure! noch immer nicht eindeutig als Astacin identifiziert sind. 

Das insgesamt aus 980 ausgewachsenen Exemplaren Hyphessobrycon 
innest Myres erhaltene Carotinoid (5,0 mg) schmolz wie Astacin bei 
227,5—228,0° und zeigte mit authentischem Material keine Depression. 
Damit handelt es sich bei dem roten Farbstoff des Neonfisches um 
Astacin, das darin, wie aus dem Versuchsteil ersichtlich, gréBtenteils in 
freier Form vorliegt. 


Uber die Natur des im Versuchsteil naher erérterten Esters kénnen wir aus 
Materialmangel nur so viel aussagen, da es ein Ester des Astaxanthins sein muB, 
falls die Astaxanthin-Farbreaktion und das Spektrum beweisend sind, doch hegen 
wir an der Spezifitat der Astaxanthinprobe einige Zweifel, da wir auch beim ge- 
meinen Wasserfloh eine positive Astaxanthinreaktion fanden, doch bisher vergeb- 
lich nach dem daraus durch Oxydation erhialtlichen Astacin suchten. 

Anhaltspunkte iiber eine evtl. fermentative Redoxbeziehung Astacin-Asta- 
xanthin scheinen vorzuliegen, doch fehlt es uns bisher am strikten Beweis. 


Untersuchung des Leuchtstreifens 


Nach eingehender mikroskopischer Untersuchung lie8 sich zeigen, daB die 
,,Leuchterscheinungen“ beim Neonfisch durch Lichtbrechung hervorgerufen werden 
und reine Interferenzerscheinungen sind. Der Neon besitzt weder ein Leuchtorgan 
noch leuchtende Fremdparasiten und vermag daher nicht im Dunkeln zu strahlen 
oder nachzuleuchten. 

Nach der mikroskopischen Untersuchung ist aber im Bereich des Leucht- 
streifens — neben der verbreiteten Melanophoren-Farbung — eine blaugriine 
Grundfaérbung vorhanden, die besonders deutlich beim gefrorenen Fisch auffallt. 
Diese blaugriine Grundténung diirfte die besondere Fluorescenzfarbe beim Neon- 
fisch erkliren. Leider ist die Menge dieser Farbkomponente so gering, daB zu einer 
eingehenden Untersuchung etwa 9000 Neonfische aufzuarbeiten waren. Das schien 
uns, abgesehen von der wirtschaftlichen Seite und dem Zeitaufwand, schon des- 
wegen nicht lohnend, weil diese Farbung eben nicht von primarer Bedeutung fiir 
den ,,Leucht“-Streifen ist. Nach Aufarbeitung von etwa 200 Neonfischen lieB sich 


® B. T. Scheer, J. biol. Chemistry 136, 275 [1940]. 

10 A. Emmerie u. Mitarbb., Acta. brevia neerl. Physiol., Pharmacol. Micro- 
biol. 4, 129 [1934]. 

11H. v. Euler u. Mitarbb., diese Z. 228, 89 [1934]; 228, 77 [1934]; vgl. 
F. Riibel, Dissertat., Univ. Ziirich 1936. 
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aber wenigstens grob sagen, daB die blaugriine Farbung einer Carotinoid-Eiweif- 
Verbindung entstammt und mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit der Gruppe des 
Astaxanthins angehért, da nach Hydrolyse unter Luftzutritt spektroskopisch 
Astacin nachweisbar war. Unbedingt beweisend ist der spektroskopische Nachweis 
jedoch nicht. 


Frl. Ingrid Irsig, Leipzig, sei fiir unermiidliche Mithilfe, den Firmen 
A. Glaschker und R. G. Kriiger, Leipzig, fiir wertvolle Ratschlage und Be- 
schaffung von Zucht- und Fischmaterial vielmals gedankt. 


Die Spektren wurden durch freundliche Vermittlung von Herrn Dr. Rolle 
bei der Agfa-Filmfabrik, Wolfen, aufgenommen, wofiir wir unseren Dank aus- 
sprechen. 


Beschreibung der Versuche 


Schmelzpunkte unkorr., Kofler-Apparatur nach Boetius. Versuchsbecken 
24° konstant; py 6,5. Fiitterung: sparsame, normale Salmlerkost. Alle abgetéteten 
Fische erhielten vorher 48 Stdn. keine Nahrung. Aufarbeitungszeit: Juni bis Mitte 
Juli 1956. 

Bei den Bestrahlungsversuchen diente eine inmitten eines 70-l-Beckens be- 
findliche 300-Watt-Lang-Birne als Leuchtquelle, deren Warme mittels einer Kalt- 
wasserschlange abgefiihrt wurde. Die Temperatur im Becken war 24°, schwankte 
aber bei lang andauernden Versuchen um max. + 1,5°. Zur Aufarbeitung wurden 
die bestrahlten Fische sofort in Trockeneis-Alkohol abgetitet. 

Fir die kolorimetrischen Bestimmungen fand das Pulfrich-Photometer nach 
ZeiB mit vorgeschaltetem Filter Verwendung. 


Aufarbeitungstechnik 


a) Die mit frisch destilliertem Wasser von 24° iiberspiilten Fische wurden mehr- 
fach in algenfreies Wasser umgesetzt, dann mittels eines Perlonnetzes vom an- 
haftenden Wasser befreit und in einer Athanol- bzw. Aceton-Trockeneis-Mischung 
eingefroren und somit auBerordentlich rasch abgetétet. Bei diesen Tempe- 
raturen nahm das Lésungsmittel keinen Farbstoff auf. Aus den steifgefrorenen, 
auBerlich véllig intakt gebliebenen Fischen wurden dann auf einem mit Ein- 
buchtung versehenen Trockeneisblock (CO,), der zwecks Erreichung einer 
dichten CO,-Atmosphare in einem Glasbecken ruhte, die roten Hautpartien 
herausseziert, wobei ein Zutritt von Luft durch zusitzliche CO,-Verdampfung 
und vorsichtiges Hantieren vermieden wurde. Aus den rotgefarbten Anteilen 
lieBen sich die Farbstoffe in absol. Athanol aufnehmen, nachdem die Haute 
ohne Zugabe von ZerreiBmitteln bei etwa + 2° zermérsert wurden. 

b) Umsetzung in algenfreie Becken wie oben angegeben. Zur Weiterverarbeitung 
wurden die Fische abgetétet, mittels eines Scherenschnitts die roten Bauch- 
Schwanz-Partien abgetrennt und diese sofort in einer unter reinstem Stick- 
stoff stehenden Apparatur extrahiert. Als Stickstoff fand sog. ,,Gliihlampen- 
stickstoff‘‘ der Berliner Gliihlampenwerke Verwendung, der noch mittels aktiven 
Kupfers!? nachgereinigt wurde. 


Astacin aus den roten Hautpartien des Neonfisches 


Nachdem zahlreiche Vorversuche die Aufarbeitung klarten, wurden etwa 980 
intensiv bestrahlte Neonfische, wie oben unter a) angegeben, abgetiitet und die 
roten Farbstoffe in absol. Athanol aufgenommen. Die Aufarbeitung beanspruchte 
etwa 4 Stdn. (etwa — 60°, CO,-Atmosphire). Die athanolische Lésung wurde dann 
mit 12-proz. athanolischer Kalilauge versetzt, unter Stickstoff 6 Stdn. im Dunkeln 
sich selbst tiberlassen und nach Zugabe von reinstem Petrolather (50—70°) mit 
Wasser entmischt. In Anlehnung an eine Vorschrift von Kuhn und Lederer 


 - F.-R. Meyer u. G. Ronge, Angew. Chem. 52, 637 [1939]. 
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wurde vorsichtig mit Salzsaure neutralisiert, mit Essigsiure das Astacin ausgefallt 
und dieses mit wenig heiBem Wasser gewaschen, vorgetrocknet und schlieBlich 
aus wenig Pyridin-Wasser umkristallisiert. Gesamtausbeute: 5,0 mg metallisch 
lanzender, meist sichelfo6rmig gebogener violetter Nadeln vom Schmp. 227,5 bis 
228,0°. Identifizierung durch Misch- Schmelzpunkt mit authent. Material und 
Spektrum im Sichtbaren. Astacin zeigt ein typisches Einbandspektrum mit einem 
Maximum zwischen 495—505 my (Pyridin bzw. Chloroform)?. 

An Aluminiumoxyd haftet Astacin sehr fest und 148t sich mit keinem der 
gebriuchlichen Mittel eluieren. Durch Herausschneiden der farbigen Zone und 
lésen in verd. Alkalilauge ist eine Aufarbeitung moéglich, doch wird der gegen 
Luftsauerstoff bestindige Farbstoff vorteilhafter aus Petrolither mit verd. Lauge 
ausgeschiittelt. Astacin lést sich in konz. Schwefelsaure tiefblau und ergibt mit 
Antimontrichlorid in Chloroform eine wenig charakteristische blaB-griinblaue 
Farbung. 

Chromatographische Trennung 

Ohne vorherige Verseifung: Die roten Anteile der wie oben unter a) bzw. b) 
behandelten und abgetéteten Fische wurden in Petrolather aufgenommen und die 
gereinigte, eingeengte intensiv rotorange gefarbte Losung tiber Aluminiumoxyd™ 
chromatographiert. Dabei blieben alle Farbstoffe in der oberen Zone, aus der sie 
auch nicht mit Petrolather zu eluieren waren. Nach Zugabe von etwas absol. 
Athanol wanderte ziemlich rasch ein einheitlicher roter Ring, der fiir sich auf- 
gefangen und untersucht wurde: Der Farbstoff ergab ein Astacinspektrum, zeigte 
gleiche Lésungsfarben wie Astacin und erwies sich als alkaliléslich. Nach der 
kolorimetrischen Bestimmung (bezogen auf Astacin-Vergleichslésung) machte dieser 
Anteil etwa 1/,) der Gesamtfarbstoffmenge aus. Es ist méglich, da8 es sich um ein 
Isomeres des Astacins handelt, doch konnten wegen Materialmangels keine Kri- 
stalle erhalten werden. 

Im oberen Teil der Saéule fand sich das gesamte Astacin, aus dem mittels 
Athers noch eine geringe Menge eines Esters zu eluieren war, der auf die gebraiuch- 
lichen Astaxanthin-Nachweisreaktionen positiv ansprach und nach der Verseifung 
unter Luftzutritt in Astacin tiberging, das spektroskopisch und durch sein Ver- 
halten an Aluminiumoxyd identifiziert wurde. Das im oberen Teil der Saule ver- 
blicbene Astacin wurde, wie vorstehend beschrieben, isoliert. 

Alle Operationen fanden unter Luftabschlu8 in einer Stickstoff- bzw. CO,- 
Atmosphare statt. 

Nach Verseifung: Nach der unter Luftzutritt erfolgten Verseifung waren nur 
noch 2 Farbstoffe zu erhalten, und zwar als Hauptmenge das an Aluminiumoxyd 
iuBerst festhaftende Astacin und der schon vorstehend beschriebene astacinahn- 
liche Farbstoff, der aber unterschiedlich zum Astacin mittels absol. Athanols zu 
eluieren war. Die bei der Verteilungsprobe in 90-proz. Methanol gehende Farb- 
komponente machte etwa 1/,) der Gesamtmenge aus und blieb beim Umkristalli- 
sieren des Rohastacins im Lésungsmittel. 


Zusammenfassung 


Die rote Farbkomponente des Neonfisches wurde hauptsachlich als 
freies Astacin identifiziert und damit gezeigt, daB dieses Carotinoid ein 
wirklicher Naturfarbstoff ist und nicht nur ein durch Autoxydation 
entstandenes Kunstprodukt des Astaxanthins. 

Die im Fisch vorhandene Astacinmenge ist abhingig von der 
Lichteinwirkung und dieser in gewissen Grenzen direkt proportional. 

Das _ ,,Leuchten‘‘ des Neonfisches ist eine Folgeerscheinung der 
Lichtbrechung; organische Farbstoffe haben nur sekundire Bedeutung. 


13 Chemiewerk Greiz-Délau, ,,Nach Brockmann, neutral, Aktivitats- 
stufe I‘‘, 





Vorkommen von Astacin im Neonfisch Bd. 367 (1957) 


Summary 


The red colouring matter of the neon fish has been shown to be 
mainly free astacin indicating that this carotenoid exists as a natural 
dyestuff in addition to being formed from astaxanthin by autoxidation. 
The proportion of astacin present in the fish depends on the degree of 
irradiation and is, within limits, directly proportional to it. The ,,phospho. 
rescence“ of the neon fish is the result of light refraction and organic 
dyestuffs play only a minor role. 
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III. Mitteil.: Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe 
Die Stoffwechselveranderungen in der Leber 
4 bis 48 Stdn. nach Tetrachlorkohlenstoff-Vergiftung 
Von 
Horst Frunder, Hans Bérnig, Giinter Richter und Kurt Stade 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1956) 


In der vorangehenden Mitteilung! wurden Befunde iiber die in den 
beiden ersten Stunden nach Tetrachlorkohlenstoff-Vergiftung nachweis- 
baren Leberstoffwechselinderungen beschrieben. Die vorliegende Mit- 
teilung berichtet iiber die anschlieBenden, 4 bis 48 Stdn. nach der CCl,- 
Vergiftung auftretenden Stoffwechselanomalien in der Leber. 


Methodik 


Versuchsbedingungen und Bestimmungsmethoden entsprachen den Angaben 
der vorhergehenden Mitteil.1. Nur DPNH wurde abweichend davon nach dem Vor- 
schlag von Lamprecht? bestimmt. Zur Kontrolle der im PerchlorséureaufschluB 
bestimmten Glucosewerte wurde in einer Reihe von Parallelversuchen das Gewebe 
auch entsprechend den Angaben von Gey® alkalisch aufgeschlossen. Die dabei 
erhaltenen Werte entsprachen jedoch denen des Perchlorséureaufschlusses. Weiter- 
hin wurde in einigen Fallen auch AMP mit Myokinase im zusammengesetzten 
optischen Test nach Ablaufen des ADP bestimmt. 

Die Versuchstiere erhielten jetzt 0,45 ml O1 (= ©) bzw. einer Mischung aus 
1 ml CCl, + 7 ml Pflanzenél (= T) intraperitoneal; wenn nicht anders angegeben, 
einmal], In der Gruppe der 48 Stdn. nach der Injektion untersuchten Falle wurden 
auch einige mehrfach gespritzte Tiere verwendet. 48 Stdn. — 2mal bedeutet, daB 
diese Tiere zwei intraperitoneale Injektionen von je 0,45 ml im Abstand von 24 Stdn. 
erhielten, also 24 Stdn. nach der zweiten Injektion zur Untersuchung kamen. 
48 Stdn. — 4 mal bedeutet, daB diese Tiere 4 Injektionen im Abstand von 12 Stdn. 
erhielten und 12 Stdn. nach der vierten Injektion untersucht wurden. In dieser 
letzten Gruppe wurde bei der ersten Injektion 0,45 ml gespritzt, bei den drei nach- 
folgenden Injektionen nur 0,3 ml. 

Die Trennung von AMP, ADP und ATP mit der Ionenaustauschchromato- 
graphie erfolgte nach Schmitz und Mitarbb.‘. Zur Berechnung der Konzentration 
im Eluat wurde der von Brumm, Potter und Siekevitz> angegebene millimolare 
Extinktionskoeffizient fiir Adeninnucleotide von 13,8 (260 mu und saurem py) 


1H. Frunder, W. Fischer u. H. Boérnig, diese Z. 306, 112 [1956]. 

2 W. Lamprecht, Dissertat. Techn. Hochschule Miinchen 1954, zit. nach 
Biochem. Z. 328, 149 [1956]. 

3 K. F. Gey, Biochem. J. 64, 145 [1956]. 

4H. Schmitz, R. B. Hurlbert u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 209, 
23, 41 [1954]. 

5 A. F. Brumn, V. R. Potter u. P. Siekevitz, J. biol. Chemistry 220, 
713 [1956]. 
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benutzt. AMP und ADP werden bei der verwendeten Eluierungsmethode (s. Abb. 3 
und 4) vollstaéndig von den anderen Nucleotiden getrennt. Daher stimmt der be- 
rechnete Wert fiir AMP und ADP mit der wahren Konzentration iiberein, wenn 
der ganze ,,peak“ der Berechnung zugrunde gelegt wird (beim AMP die Extinktion 
jeder Fraktion minus 0,05 fiir Untergrund, beim ADP minus 0,10). Die ATP-Spitze 
ist in ihrem Anfangsteil mit anderen Nucleotiden verunreinigt. Ihre Abtrennung 
von ATP kann nur durch Rechromatographie erfolgen. Da dieser Arbeitsgang 
jedoch zu mehr oder weniger groBen ATP-Verlusten fiihren kann, wurde auf die 
Abtrennung verzichtet. Zur Berechnung wurden die Extinktionen der gesamten 
ATP-Spitze (Extinktion jeder Fraktion minus 0,15 fiir Untergrund) eingesetzt. 
Dadurch ist der berechnete ATP-Wert etwas zu hoch. Wie die Berechnung der 
vorangehenden, aus verschiedenen Uridindiphosphaten bestehenden und klar ab- 
getrennten Spitzen bei den verschiedenen Versuchen ergab, besteht weitgehende 
Parallelitaét zwischen den aus diesen und der nachfolgenden ATP-Spitze errechneten 
Konzentrationsanderungen. Daher werden bei der verwendeten ATP-Berechnung 
bis auf etwas zu hohe ATP-Werte die tatsichlichen Verhaltnisse befriedigend er- 
faBt. 





H. Frunder, H. Bérnig, G. Richter u. K. Stade, 


Ergebnisse 


I. Oxydiertes und reduziertes Diphosphopyridinnucleotid 
(DPN und DPNH) 


Die Veranderungen der DPN- und DPNH-Konzentrationen sind in 
Tab. 1 und Abb. 1 dargestellt. 

Die Olinjektion allein bewirkt deutliche Veranderungen in den statio- 
néren Konzentrationen, die sich erst nach etwa 48 Stdn. wieder den 
Werten der normalen unbehandelten Tiere nahern. 


Tab. 1. DPN- und DPNH-Konzentrationen in der Mauseleber 4—48 Stdn. nach 
der intraperitonealen Ol- (= 0) bzw. CCl,-Injektion (= T) in y/g Frischgewicht 
(bei gleichem N-Gehalt als Bezugsbasis, s. 1. ¢.4). 








DPN Pat Os ol DPNH P 
Normal 411+ 79 (10) 122428 ( 7) 
n. 4 Stdn. 4 a aaa ; >0,05 ery {3} <0,05 
n. 12 Stdn. eeuitaee ao} <0,02 Heid is <0,01 
n, 24 Stdn. 0 4404 68,7 ( 5) gees 3) <0,001 
n. 48 Stdn. 4 sa “98 i) <0,01 “ner a) <0,001 
n, 48 Stdn. 2x 4 a 94 as <0,02 ne "s <0,001 

















Die DPN-Konzentrationen steigen zunichst an, mit Héchstwerten 
nach etwa 4 Stunden... Danach fallen sie allmahlich und entsprechen 
48 Stdn. nach einer einmaligen Olinjektion wieder den Normalwerten 
(s. Abb. 1a). Die Anderungen der DPNH-Konzentrationen sind ent- 
gegengesetzt. 12 und 24 Stdn. nach der Injektion sind sie signifikant 
kleiner als bei unbehandelten Tieren. Die Summe DPN und DPNH 
bleibt jedoch wahrend des ganzen Beobachtungszeitraumes (auch bei 
mehrmaliger Injektion) im Rahmen der Streuungsbreite praktisch un- 
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verindert. Die Olgabe verschiebt also nur das Verhaltnis DPN : DPNH, 
was auf eine verstarkte DPNH-Oxydation bezogen werden kann. 

Die CCl,-geschadigten Tiere verhalten sich anders (s. Abb. 1b). Hier 
sinken die DPN-Konzentrationen stetig ab, 48 Stdn. nach einer ein- 
maligen Injektion auf 78% des Ausgangswertes. Noch eindrucksvoller 
sind die Anderungen des DPNH-Spiegels. 2 Stdn. nach der CCI,-Injektion 
findet man einen signifikanten Anstieg (s. 1. c.1), ab 4. Stunde dagegen 
eine stetige Abnahme, mit nur 32% des Normalwertes nach 48 Stdn. 
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Abb. 1. a) Anderungen der DPN (e—e)- und DPNH (o—oc)-Konzentrationen in 
der Leber 2 bis 48 Stdn. nach intraperitonealer Injektion von 0,45 ml Pflanzenél 
bei 17—20 g schweren Mausen. Die gestrichelten Linien an den Ordinaten kenn- 
zeichnen die Mittelwerte unbehandelter Tiere. Die Kurven sind nach den in Tab. 1 
angegebenen Mittelwerten gezeichnet. 


b) wie a) nach Injektion von 0,45 ml einer Mischung von 1 m/ CCl, + 7 ml 
Pflanzendél. 


Eine zweite Injektion, 24 Stdn. nach der ersten gegeben, lat den 
DPNH-Abfall noch deutlicher werden. Jetzt findet man 48 Stdn. nach 
der ersten Injektion nur noch rd. 10% des Normalwertes. Die Summe 
DPN und DPNH ist 48 Stdn. nach einmaliger CCl,-Gabe 72% der 
entsprechenden Olkontrollen. 

Die CCl,-Schaidigung lést schon nach kurzer Zeit gleiche Verande- 
rungen in den DPN- und DPNH-Konzentrationen aus wie die mecha- 
nische Schédigung und der EiweiBmangelschaden in den friiher be- 
schriebenen in vitro-Modellversuchen!. Die jetzigen Befunde sind daher 
nicht Ausdruck einer spezifischen CCl,-Wirkung, sondern einer wohl weit- 
gehend unspezifisch auszulésenden Schadigungsreaktion. 

Die DPN-Zerstérung kann auf eine DPN-aseaktivierung in den ge- 
schidigten Mitochondrien (s. ]. c.1) bezogen werden. Schwieriger ist die 
Deutung des ausgepragten DPNH-Verlustes. Er kann Folge gesteigerter 
DPNH-Oxydation, verringerter Substrat-Dehydrierung und auch Aus- 
druck der Spaltung durch aktivierte Phosphatasen sein. Besonders die 
letzte Méglichkeit ist wahrscheinlich von gewisser Bedeutung. Denn 
friihere Versuche® haben gezeigt, da DPNH durch stark verdiinnte 


6 H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 302, 1 [1955]. 
1i* 
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Mauseleberhomogenate ganz betrichtlich gespalten wird. Dabei wird 
kein DPN gebildet, und Nicotinsiureamid-Zusatze sind ohne Wirkung. 
Eine beschleunigte DPNH-Oxydation tiber die Atemkette ist wenig 
wahrscheinlich; denn aus alteren Versuchen mit normalen und verfet. 
teten Leberschnitten geht hervor’®, daB die Sauerstoffaufnahme parallel 
zum DPNH-Verlust absinkt. Uber die anderen, zum DPNH-Verlust 
fiihrenden Moglichkeiten wird im 4. Abschnitt naher eingegangen. 


II. Anorganischer und gesamter siureléslicher Phosphor 
Die Werte fiir anorgan. und ges. siurelésl. P (g. s..P) zeigen Tab. ? 
und Abb. 2. Die stationaren Konzentrationen an anorgan. P sind bei den 
Tab. 2. Anorgan. und gesamter saureldslicher P in der Mauseleber 4—48 Stdn. 


nach intraperitonealer Ol (= O)- bzw. CCl,-Injektion (= T) in y/g Frischgewicht 
(bei gleichem N-Gehalt als Bezugsbasis, s. 1. c.1). 
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© Abb. 2, Einzelwerte fiir anorgan. P ‘n der Leber. 
500- A. unbehandelte Tiere, B. 48 Stdn. nach 0,45 ml 
Oli. p., C. 48 Stdn. nach zweimaliger Olinjek- 
400+ tion, D. 48 Stdn. nach viermaliger Olinjektion, 
E. 48 Stdn. nach i. p. Injektion von 0,45 ml einer 
3004 Mischung aus 1 m/ CCl, + 7 ml Pflanzendl, 
F. wie E nach zweimaliger Injektion, G. wie E 
200+ nach viermaliger Injektion. 
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7 H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 298, 77 [1953]. 
8 H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 299, 39 [1955]. 
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wit Ol allein gespritzten Tieren — auch nach mehrmaliger Injektion — 
sehr konstant und unverandert im Vergleich zu den unbehandelten Kon- 
trollen. Die CCl,-Schidigung bewirkt dagegen — beginnend 30 Min. nach 
der Injektion (s.1.c.1)—ein rasches Ansteigen des anorgan. P bis auf etwa 
das Doppelte des Normalwertes. Die Werte bleiben bis 48 Stdn. nach der 
Schidigung im Mittel unverandert hoch. 30 Min. bis 4 Stdn. nach der 
Schidigung sind alle MeBwerte eindeutig hoher als die zugehérigen Kon- 
trollwerte und streuen nur wenig um den errechneten Mittelwert. Im 
Zeitraum von 4 bis 48 Stdn. findet man dagegen zunehmend neben mabig 
und auBerordentlich stark erhéhten Einzelwerten auch niedrige, fast im 
Normalbereich liegende MeBwerte. Besonders deutlich ist dies nach 
48 Stdn. bei den 2mal gespritzten Tieren. Offenbar kommt es jetzt als 
Folge der Schadigung bei einem Teil der Tiere zur verstarkten Abgabe 
von anorgan. P aus den Zellen und damit zum Absinken der vorher er- 
hdhten Werte. Um diese Annahme zu sichern, wurde durch 4-malige 
Injektion eine noch stirkere Schadigung erzeugt und erneut untersucht. 
Unter diesen Bedingungen liegt der anorgan. P im Mittel nur wenig tiber 
den Normal- und Kontrollwerten. Die bei geringerer Schaidigung nach- 
weisbaren maBig und stark erhéhten Werte fehlen jetzt vollstandig 
(s. Abb. 2). Der ZufluB in die anorgan. P-Fraktion und der durch die 
Zellmembran regulierte P-Abflu8 aus der Zelle sind danach offenbar 
zwei innerhalb bestimmter Grenzen ungleichmaBig beeinfluBbare Vor- 
ginge. Eine geringe Schadigung erhoht den ZufluB starker als den Ab- 
fluB. Erst starkere Schadigungen lassen Permeabilitatsstérungen deut- 
licher hervortreten. ; 

Die Konzentrationsinderungen des g.s. P sind wenig charakteri- 
stisch. Innerhalb der ersten beiden Stunden nach der Injektion steigt er 
bei den CCl,-geschadigten Tieren rasch an (s. 1. c.1), bei den Olkontrollen 
liegt er noch im Normalbereich. Ab 4. Stunde sind jedoch keinerlei sichere 
Unterschiede zwischen den geschadigten Tieren und den Olkontrollen 
nachweisbar. Alle Werte sind annahernd gleich und signifikant hdher 
als bei den unbehandelten Tieren, gleichgiiltig, ob die Tiere nur eine 
oder aber 4 Injektionen erhielten. Bemerkenswert ist weiter, daB die 
Zunahme des g.s. P sich bei diesen Versuchen im gleichen Bereich be- 
wegt wie bei den friiher mitgeteilten® Inkubationsversuchen mit normalen 
Leberhomogenaten, die ja gleichfalls als stark geschidigte Gewebepra- 
parationen aufgefaBt werden kénnen. Zunachst nur als Grundlage fir 
weitere klarende Versuche wird aus diesen Befunden geschlossen, dab 
in der Zelle in begrenztem Umfang labile nicht saéurelésliche P-Verbin- 
dungen vorliegen, die bei geringen und starkeren Schadigungen sowie 
Stoffwechselbelastungen rasch in die g. s. P-Fraktion hineinflieBen. 
Aus den friiher mitgeteilten Versuchen® mit normalen Leberhomo- 
genaten kann man Hinweise dafiir entnehmen, daB es insbesondere der 


® H. Frunder, H. Bérnig, W. Fischer u. K. Stade, diese Z. 305, 274 
[1956]. 














166 H. Frunder, H. Bérnig, G. Richter u. K.Stade, Bd. 307 (1957) 
Nucleinsiure-P zu sein scheint, der in die g. s. P-Fraktion hineinflie8t. 
Dies geht auch aus den im 3. Abschnitt beschriebenen Versuchen iiber 
das Verhalten der Adenosin-mono-, di- und triphosphate hervor. Uber 
die Versuche zur genaueren Erfassung des Verhaltens der Nucleinsiure. 


fraktion wird in einer nachfolgenden Mitteil. berichtet. 


III. Adenosin-mono-, di- und triphosphate(AMP, ADP, ATP) 


Zur weiteren Charakterisierung des Stoffwechsels wurden auch die 
Konzentrationsénderungen von AMP, ADP und ATP mit zwei verschie. 
denen Methoden in der gesamten siureléslichen Fraktion der Leber 
untersucht. Im optischen Test wurden AMP und ADP erfaBt. Die Be. 
stimmung aller drei Adenosinphosphate gleichzeitig erfolgte nach der 
Methode von Schmitz und Mitarbeitern‘. 

Die mit dem optischen Test verfolgten Konzentrationsinderungen 
von AMP und ADP sind wenig charakteristisch. Beim AMP sind zwischen 
den CCl,-geschidigten Tieren und den Olkontrollen keinerlei sichere 
Unterschiede zu erkennen. Alle Werte liegen innerhalb von 12 bis 48 Stdn. 
nur etwas tiefer als bei den unbehandelten Tieren. 

Die ADP-Konzentrationen steigen schon kurze Zeit nach der In- 
jektion ‘signifikant an, nach 2 Stdn. (s. 1. c. 1) bei den CCl,-geschadigten 
Tieren starker als bei den Olkontrollen. Nach 4 Stdn. ist es umgekehrt. 
Jetzt liegt ADP bei den Olkontrollen deutlich héher als bei den CCl,- 
geschadigten Tieren. Im weiteren Verlauf sinken alle Werte etwas ab, 
bleiben aber stets itiber dem Normalspiegel. Differenzen zwischen CCl,- 
geschadigten Tieren und Olkontrollen sind innerhalb von 12 bis 48 Stdn. 
jedoch nicht mehr nachweisbar (Tab. 3). 


Tab. 3. AMP und ADP in der gesamten siureléslichen Fraktion der Mauseleber 

4—48 Stdn. nach intraperitonealer 01 (= 0)- bzw. CCl,-Injektion (=T) in y/g 

Frischgewicht (gleicher N-Gehalt als Bezugsbasis, s. |. c.1) bei Verwendung des op- 
tischen Tests als Bestimmungsmethode. 








normal n. 4 Stdn. n. 12 Stdn. | n. 24Stdn. | n. 48 Stdn. | ™ = 
AMP © 214+-26(4)| 159 (2) | 157+ 46(4)| 172+ 57 (6) | 135 (2) 
214+-60(4) T 181+32(4)| 167 (2) | 172+ 22 (4) | 130+ 33 (6) | 172 (2) 
ADP © 626+-32(7)| 5624-22 (3) | 516+100(5) | 553+. 81 (7) | 531-.85 (8) 
423 -+53,7(6) |T 559+68(7)| 583-55 (4) | 514+113(5) | 5424137 (7) | 462-39 (8) 

















Ein wesentlich klareres Bild ergibt die gleichzeitige Bestimmung von 
AMP, ADP und ATP nach Trennung am [onenaustauscher. Bemerkens- 
wert ist zunachst die auffallend geringe Streuung der Einzelwerte, wenn 
die Gewebe schnell und unter ganz identischen Bedingungen aufgear- 
beitet werden. Die drei Chromatogramme der Normalreihe wurden im 
Abstand von mehreren Monaten angefertigt. Die nachfolgende Auswer- 
tunggergab in allen drei Versuchen weitgehend iibereinstimmende Kon- 
zentrationen. 











(1957) 


lie Bt, 
tiber 
Uber 


aure- 


ATP) 
h die 
schie- 
Leber 
> Be. 
1 der 


ingen 
chen 
chere 
Stdn. 


r In: 
igten 
ehrt. 
CCl, 
s ab, 
CCL, 


Stdn. 


sleber 
n y/g 
3 Op- 








Bd. 307 (1957) Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe III 167 


Die AMP-Konzentrationen liegen entsprechend der gréBeren Spezi- 
fitét dieser Methode deutlich unter den mit dem optischen Test er- 
haltenen Werten. 48 Stdn. nach der Injektion sind sie — wie beim 
optischen Test — geringer als normal. Auch mit dieser Methode findet 
man nach 48 Stdn. keine sicheren Unterschiede zwischen den CCl,-ge- 
schidigten Tieren und den zugehérigen Olkontrollen. 

Beim ADP besteht keine Ubereinstimmung zwischen den mit dem 
optischen Test und dem Ionenaustauscher erhaltenen Werten. Mit dem 
Austauscher ist weder bei den geschadigten Tieren noch bei den Ol- 
kontrollen die mit dem optischen Test zu erfassende Erhéhung der 
ADP-Konzentrationen nachweisbar. ADP ist bei den Olkontrollen im 
yvesamten Beobachtungszeitraum unverandert normal, bei den CCl,- 
geschidigten Tieren erniedrigt (s. Tab. 4). Die Beurteilung der mit 
dem optischen Test erhaltenen ADP-Werte wird durch diese Befunde 
erschwert. 


Tab. 4. AMP, ADP u. ATP in der gesamten saureléslichen Fraktion der Mause- 

leber 4—48 Stdn. nach intraperitonealer O1 (= O)- bzw. CCl,-Injektion (=T) in 

y/g Frischgewicht (gleicher N-Gehalt als Bezugsbasis), bei Verwendung der Ionen- 
austauschchromatographie als Bestimmungsmethode. 














| normal n. 4 Stdn. | n. 48 Stdn. 
| 6 87(1) 126 ( 98u. 154) (2) 
er 163-23 (3) T 184 (0) io | ip. tet 
440 (1) 455 ( 440u. 470) (2) 
ADP. ..... | 44035 (3) T 326 (1) 394 ( 386 u. 401) (2) 
| 958 (1) 1496 (1452 u. 1540) (2) 
ATP... . . . | 944466 (3) T sal (1) 953 (1018 u. 887) (2) 
| 1485 (1) 2077 (1990 u. 2164) (2) 
AMP, ADP sees aici (3) | TP 1351 (1) 1477 (1542 u. 1410) (2) 


Auffailende und iiber biologische Schwankungen hinausgehende Be- 
funde ergeben sich beim ATP. 4 Stdn. nach der Injektion findet man 
bei den geschadigten Tieren gering erniedrigte, bei den Olkontrollen 
normale Werte. Nach 48 Stdn. sind jedoch die ATP-Konzentrationen 
der Olkontrollen fast 60% héher als normal. Die CCl,-geschidigten Tiere 
haben zu diesem Zeitpunkt (makroskopisch starke Leberverfettung sicht- 
bar) noch einen véllig normalen ATP-Spiegel. 

Der Anstieg der ATP-Konzentration bei den Oltieren erfolgt bei 
praktisch unverindertem ADP- und AMP-Spiegel. Die Summe der Ade- 
ninnucleotide in der gesamten sdureléslichen Fraktion nimmt also unter 
diesen Bedingungen um rd. 1 w~Mol (von 3,4 auf 4,4 wMol) zu. Etwa 50% 
der Vermehrung des g. s. P werden durch diesen ATP-Anstieg gedeckt. 
Das Verhaltnis AMP: ADP: ATP von normal rd. 0,5: 1:2 Mol ist 
48, Stdn. nach einer Olinjektion nach 0,4: 1: 3 verschoben. Das normale, 
nach Schmitz? zum ,,Synthesetyp“ gehorige Nucleotidchromatogramm 


10 H. Schmitz, Colloquium iiber Nucleotide, Marburg 22.—23. 6. 1956. 
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Abb. 3. Ionenaustauschchromatogramme der gesamten saureléslichen Fraktion. 

Ausgezogene Kurve: von 3,45 g normaler Mauseleber (berechnet aus dem 
N-Gehalt des HC10,-Aufschlusses, s. Methodik, 1. c.*). 

Saule: Dowex 2, 13x1 cm. Mischflasche 550 m/l Wasser, Vorratsflasche: 
Frakt. 1—39 1-n. HCOOH, Frakt. 40—199 4-n. HCOOH, Frakt. 200—SchluB 
4-n. HCOOH + 0,4-n. NH,HCOO. Jede Fraktion 3,5 ml. 

Gestrichelte Kurve: von 4,18 g Mauseleber (berechnet aus dem N-Gehalt des 
HCI10,-Aufschlusses, s. Methodik, 1. c.1) 48 Stdn. nach intraperitonealer Injektion 
von 0,45 mi Pflanzendl. 

Saule: Dowex 2,13 10cm. Mischflasche 500 ml Wasser, Vorratsflasche: 
Frakt. 1—47 1-n. HCOOH, Frakt. 48—195 4-n. HCOOH, Frakt. 196—367 4-n. 
HCOOH + 0,4-n. NH,HCOO, Frakt. 368 bis SchluB 4-n. HCOOH + 0,8-n. 
NH,HCOO. Jede Fraktion 3,5 ml. 
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der Leber zeigt nach der Olinjektion Veranderungen in Richtung zum 
,Energietyp“ (s. auch Abb. 3 und 4). 

Diese Befunde veranlassen zur Frage nach der Quelle der Nucleotid- 
vermehrung. Aus dem im vorigen Abschnitt beschriebenen Anstieg des 
g.s. P und den friiheren bei der P-Fraktionierung erhobenen Befunden® 
kann man schlieBen, daB die Polynucleotidfraktion daran beteiligt ist. 
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Abb. 4. Ionenaustauschchromatogramm der gesamten siaureléslichen Fraktion 
von 4,42 g Mauseleber (berechnet aus N-Gehalt des HCIO,-Aufschlusses) 48 Stdn. 
nach i, p.-Injektion von 0,45 ml einer Mischung aus 1 m/ CCl, + 7 mi Pflanzendl. 

Saule: Dowex 2,13x1cm. Mischflasche 550ml Wasser, Vorratsflasche: 
Frakt. 1—40 1-n. HCOOH, Frakt. 41—180 4-n. HCOOH, Frakt. 181 bis Schlu8 
4-n. HCOOH + 0,4-n. NH,HCOO. Jede Fraktion 3,5 ml. 


Es ist sehr naheliegend, daran zu denken, daB die Polynucleotidfraktion 
einen begrenzten, labilen Anteil — gewissermaBen als Reserve — ent- 
halt, der unter verschiedenen Bedingungen leicht in die gesamte saure- 
lésliche Fraktion abgegeben werden kann. Auf der anderen Seite ist 
natiirlich auch eine gesteigerte Syntheserate in Betracht zu ziehen. 
Durch weitere Versuche soll diese Frage genauer geklart werden. 

Die im Vergleich zu den unbehandelten Tieren unveranderten 
Nucleotidwerte der CCl,-geschaidigten Tiere miissen nach diesen Be- 
funden anders gedeutet werden. Die experimentellen Bedingungen sind 
bei den geschidigten Tieren (ausgenommen der CCl,-Zusatz zum Ol) 
die gleichen wie bei den Olkontrollen. Man mu8 daher den Olwert und 
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nicht den normalen Wert als BezugsgréBe zur Beurteilung des CU, 
Schadens zugrunde legen. Dann ergibt sich als Folge der Schadigung 
nach 48 Stdn. ein eindeutig erniedrigter ATP-Spiegel. Die Vermehrung 
des g. s. P ist zu diesem Zeitpunkt in beiden Versuchsreihen etwa gleich 
gro8. Bei den Olkontrollen werden rd. 50% davon durch die Nucleotid- 
vermehrung gedeckt, bei den CCl,-geschiadigten Tieren etwa der gleiche 
Betrag durch Vermehrung von anorgan. P. Dies laBt daran denken, dab 
in beiden Versuchsreihen gleiche Ausgangssubstanzen in die g. s. P-Frak. 
tion hineinflieBen und der Anstieg des anorgan. P nach CCl,-Schadigung 
vorwiegend Ausdruck verstirkter ATP-Spaltung bzw. verminderter 
-Regeneration ist. 


IV. Glykogen und Gewebsglucose 


Die Olinjektion verursacht schon nach kurzer Zeit ein fast vollstin. 
diges Verschwinden des Leberglykogens (s. |, c.1) mit kleinsten Werten 
etwa 2 Stdn. spater. 4 Stdn. nach der Injektion sind die Glykogenkon. 
zentrationen wieder etwas angestiegen. 12 Stdn. spiter enthalten die 
Leberzellen mehr als doppelt soviel Glykogen wie unbehandelte Tiere. 
Nach 24 bis 48 Stdn. liegen wieder normale Verhaltnisse vor. Offenbar 
handelt es sich bei den hier beobachteten Anderungen in den Leber. 
glykogenkonzentrationen um ganz unspezifische Effekte der Olinjek. 
tion. Denn ahnliche Veraénderungen findet man auch nach verschieden- 
artigen anderen Eingriffen (Virusinfektionen, R6-Bestrahlung usw., 
s. auch ].¢.11), Fiir den initialen Abfall kann man die durch die Injektion 
ausgeléste Adrenalinausschiittung verantwortlich machen. Die Bestim- 
mung anderer Stoffkonzentrationen zu diesem Zeitpunkt (s. 1. c.1) ergibt 
jedoch bisher keine Hinweise dafiir, wohin das Glykogen verstirkt ab- 
flieBt. Denn die stationiren Zwischenstoffkonzentrationen der Glyko- 
lysekette, die Gewebsglucose und der Blutzucker sind zu diesem Zeit- 
punkt — wenn iiberhaupt — in Richtung einer Erniedrigung verandert 
(auf die damit zusammenhiangende Frage, wieweit aus den Zwischen- 
stoffkonzentrationen auf die GréBe des Stoffdurchsatzes geschlossen 
werden kann, wird im nachsten Abschnitt eingegangen). Es ist daher 
wahrscheinlich auch ein verringerter Zuflu8 zum Glykogendepot durch 
verminderte Nahrungsaufnahme oder Glykoneogenese fiir die beobach- 
teten Anfangsveranderungen verantwortlich. Er muB sich bei der Maus 
mit dem im Verhaltnis zum hohen Stoffwechsel geringen Glykogen- 
vorrat besonders nachhaltig auswirken. Die Anfangsverluste werden je- 
doch durch spiater gesteigerte Glykoneogenese relativ schnell wieder 
ausgeglichen, teilweise sogar tiberkompensiert. 

Die nach 2- und 4-maliger Olinjektion bestimmten Glykogenwerte 
sind das Ergebnis komplexer Regulationsvorgiinge. Diese kénnen jedoch 
aus den vorliegenden Versuchen allein noch nicht scharf genug erfabt 
werden, 


1 R. W. McKee u. M. Brin, Arch. Biochem’stry Biophysics 61, 390 [1956}. 








Tie’ 
trol 
etw 
erh 
bei 

wer 
schi 
wer 
rige 
Uns 
gest 


Glu 
CCL, 
48 § 
gesc 
sie € 
hebe 
kung 


Tier 
eine: 
fund 
sehri 








C1, 
ung 
ung 
eich 
tid. 
iche 
dab 
rak. 
rung 
r'ter 


tan- 
rten 
kon- 
die 
iere, 
nbar 
ber- 
jek- 
den- 
ISW., 
‘tion 
tim- 
-oibt 
, ab- 
vy ko- 
Leit- 
dert 
hen- 
sell 
aher 
urch 
ach- 
Vlaus 
gen: 
n je 
eder 


verte 


doch 
faBbt 


956} 








Bd. 307 (1957) Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe III 171 





Bei den CCl,-geschadigten Tieren sind die Schwankungen im Glyko- 
genspiegel im Prinzip ahnlich wie bei den Oltieren. Der Verlauf erscheint 
lediglich stark verzdgert (s. Tab 5). Bei den mit Ol allein behandelten 


Tab. 5. Glykogen und Gewebsglucose in der Mauseleber 4—48 Stdn. nach intra- 
peritonealer Ol- (= ©)- bzw. CCl,-Injektion (= T) in mg/g Frischgewicht (bei 
gleichem N-Gehalt als Bezugsbasis, s. 1. c.1). 




















Glykogen P Glucose le 

normal 18,6411,5 (33) 1,9-40,28 (12) 

n. 4 Stdn. 4 —— on = <0,02 ace ; >0,05 
n. 12 Stdn. : mai ae us <0,001 ices ; <0,01 
n. 24 Stdn. 4 tat ai re >0,05 sre ‘sh <0,05 
rassein, [2 BREIL ES) | soos | A2E0 9% | Aon 
n. 48 Stdn ? a = tS 2006 | Sete tia} >0,05 
n.48Stdn. | 9 150 : <0,001 


0 1,5 + 0,18 (6) 
Werte nach alkal. Gewebe- 


* 2,0 + 0,48 (6) < 0,05 
aufschluB (s. Methodik) 





Tieren ist das Glykogen nach 4 Stdn. schon wieder auf 50% des Kon- 
trollwertes angestiegen. Bei CCl,-Schadigung wird dieser Wert erst nach 
etwa 12 bis 24 Stdn. erreicht. Gegeniiber unbehandelten Tieren stark 
erhéhte Glykogenwerte werden bei den Oltieren nach 12 Stdn. gefunden, 
bei den CCl,-geschiadigten Tieren dagegen erst nach 48 Stdn. Bemerkens- 
wert ist weiter, daB bei den durch 4-malige CCl,-Injektion schwer ge- 
schadigten Tieren im Normalbereich liegende Glykogenwerte gefunden 
werden, wihrend diese bei den zugehérigen Olkontrollen deutlich nied- 
riger liegen. Die Deutung dieser Befunde ist jedoch noch mit so vielen 
Unsicherheitsfaktoren belastet, daB erst weitere Versuche dazu an- 
gestellt werden miissen, um mehr Klarheit zu erhalten. 

Etwas weiter fiihrt der Vergleich der Konzentrationen an freier 
Glucose. Bis 4 Stdn. nach der Injektion sind keine Unterschiede zwischen 
CCl,-geschidigten Tieren und den Olkontrollen nachzuweisen. 12 bis 
48 Stdn. spater sind dagegen die Glucosewerte in der Leber der CCl,- 
geschidigten Tiere stets deutlich geringer als bei den Olkontrollen, wo 
sie etwa denen der unbehandelten Tiere entsprechen. Es ist hervorzu- 
heben, daB die Glucosekonzentrationen unabhingig von den Schwan- 
kungen des Glykogenspiegels sind. 

Die erniedrigte Glucosekonzentration in der Leber CCl,-geschadigter 
Tiere kann — als Resultante verschiedener Einzelfaktoren — Ausdruck 
eines verminderten Zuflusses oder verstirkten Abflusses sein. Dieser Be- 
fund hat Bedeutung fiir die Beurteilung der im nachsten Abschnitt be- 
schriebenen stationiren Zwischenstoffkonzentrationen. 
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V. Zwischenstoffkonzentrationen 


In der vorangehenden Mitteil.! wurde gezeigt, daB in den ersten 
beiden Stunden nach einer Olinjektion die stationiéren Konzentrationen 
einiger Zwischenprodukte von Glykolyse und Citratcyclus (Fructosedi- 
phosphat = FDP, Triosephosphate = TP, Brenztraubensaure = BTS, 
Milchséure = MS, «-Ketoglutarsiiure — KG) gleichlaufend mit Glyko- 
gen und Gewebsglucose etwas erniedrigt sind. 4—48 Stdn. nach der 
Injektion (auch nach 2-maliger Olgabe) findet man jedoch in dieser 
Versuchsgruppe bis auf die MS wieder normale Verhaltnisse. Die Kon- 
zentrationen an FDP, TP, BTS und KG unterscheiden sich jetzt nicht 
mehr sicher von denen der unbehandelten Tiere. Nur die MS-Konzen- 
trationen sind fast auf das Doppelte angestiegen (s. Tab. 6). 


Tab. 6. Zwischenstoffkonzentrationen in der Mauseleber 4—48 Stdn. nach intra- 
peritonealer Ol- (= 0) bzw. CCl,-Injektion (= T) in y/g Frischgewicht (bei 
gleichem N- Gehalt als set TA s. I. .¢.1). 








FDP TP BTS MS | KG 

normal (s.2) 3,7+0,83( 6) | 9,0+2,90( 6)] 17,54+5,24( 6) | 77424,7(17) | 30,1412,59( 7) 
er © 4,142,08( 8)}] 9,34+1,14( 8) | 19,147,60( 8) | 135438,0( 7) | 29,1411,2 ( 8) 
7S oten. | T 5,242.24 ( 8) | 10,742,74( 8) | 25,745,34( 7) | 1554+24,8( 6) | 46,4413,9 ( 8) 
n. 12 Stdn 6 33 (3)] 9,3 ( 3) | 33,1 ( 3)] 114 ( 3) | 28,0 ( 3) 
ete! |. S3 ( 4) | 10,9 ( 4) | 24,7 ( 4) | 113 ( 4) | 42,8 ( 4) 
os dne 6 2,940,89( 5)| 8,14+2,67( 5) | 19,444,27( 5) | 185427,7( 5) | 23,44 8,0 ( 5) 
n. 248tdn. | 7 5.041,42( 5)| 8,640,62( 5)| 17,8+3,75( 5) | 117455,2( 5) | 24,34 4,5 ( 5) 
n. 48 Stdn. | 0 2,8+1,34( 7) | 7,942,50( 7) | 17,14+5,65( 7) | 125452,6( 7) | 22,0+ 7,6 ( 7) 
T 4,742,18( 7)] 7,54+2,90( 7) | 20,2+5,54( 7)! 96445,3( 7) | 30,0+ 6,0 ( : 

n.48 Stdn. | 6 4,141,57(12) | 9,2+3,31 (12) | 21,24+6,12 (12) | 77429,3( 9) | 21,14 4,9 (12 
2x T 4,842,24(12)] 8,944,98 (12) | 21,444,74 (12 76426,4( 9) | 27,44 7,2 (1 2} 

















Auch bei den CCl,-geschidigten Tieren beobachtet man nur wenig 
charakteristische Veranderungen. 30 Min. bis 4 Stdn. nach der CCl,- 
Injektion sind alle Zwischenstoffkonzentrationen noch deutlich gréBer 
als bei den Olkontrollen. Spater sind jedoch keinerlei sichere Unterschiede 
mehr zwischen beiden Versuchsgruppen nachzuweisen. Nur die FDP- 
Konzentrationen liegen bei den CCl,-geschiadigten Tieren standig etwas 
héher. Trotz deutlicher und teilweise sogar schwerwiegender Verinde- 
rungen beim DPN, DPNH, anorgan. P, g.s. P, Glykogen, den Adenin- 
nucleotiden und der Gewebsglucose bleiben die stationéiren Konzentra- 
tionen der meisten Glykolysezwischenprodukte und der KG ohne grobe 
Abweichungen etwa im Normalbereich. 

Aus diesen Beobachtungen und den erhéhten Milchsiurekonzen- 
trationen ist jedoch abzuleiten, daB der Stoffdurchsatz tiber die Glyko- 
lyse veraindert sein muB. Dies macht sich aber nur relativ undeutlich in 
Konzentrationsverschiebungen bemerkbar. 

Aus friiheren Beobachtungen® ist bekannt, daB eine Glucose- 
belastung die stationéren Zwischenstoffkonzentrationen in der Leber er- 
heblich steigert. In der verfetteten Leber mit erniedrigten Zwischenstoff- 
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konzentrationen ist die Erhéhung noch deutlicher ausgepriagt als in der 
Normalleber. Daraus ist zu schlieBen: 


1. Der Glucosespiegel beeinfluBt direkt oder indirekt die Konzentra- 
tionen der Glykolysezwischenprodukte, und 

2. erniedrigte Stoffkonzentrationen lassen sich unter diesen Bedingungen 
nicht allein auf Fermenthemmung oder -verluste zuriickfiihren. 
(Erhebliche Abgaben von Fermenten der Glykolyse an das Blut sind 
insbesondere bei der Leberverfettung haufiger beschrieben. Die in der 
Zelle verbliebenen Aktivitaéten reichen jedoch aus, um ein mehrfach 
groBeres Angebot zu verarbeiten.) 


Vergleicht man nun in den vorliegenden Versuchen die stationiren 
Zwischenstoffkonzentrationen der Glykolyse mit den Konzentrationen 
an Glucose, so ergibt sich folgendes: In den ersten 4 Stdn. nach der O1- 
bzw. CCl,-Injektion sind die Glucosekonzentrationen in beiden Versuchs- 
reihen etwa gleich. In diesem Zeitraum liegen aber fast alle Zwischen- 
stoffkonzentrationen bei den CCl,-geschadigten Tieren deutlich iiber 
denen der Oltiere. 12—48 Stdn. spiter sind die Glucosewerte der CCl,- 
geschaddigten Tiere niedriger als die der Olkontrollen. Jetzt sind die 
Zwischenstoffkonzentrationen aber gleich denen der Olkontrollen. Dies 
legt eine andere Beurteilung der innerhalb 12 bis 48Stdn. nach der CCl,- 
Schidigung praktisch normalen Zwischenstoffkonzentrationen nahe. Man 
kann namlich erwarten, daB bei gleichem Glucosespiegel auch in diesem 
Zeitraum die CCl,-geschidigten Tiere héhere Zwischenstoffkonzentra- 
tionen aufweisen als die Olkontrollen. Es scheinen also die Voraus- 
setzungen fiir eine relativ h6here Glykolyserate bei den CCl,-geschadigten 
Tieren vorzuliegen. Doch kénnen sie offenbar infolge des erniedrigten 
Glucosespiegels nicht deutlicher wirksam werden. Durch weitere Ver- 
suche soll die Anwendbarkeit dieser Annahme gepriift werden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Eine intraperitoneale Olbelastung andert die Konzentrationen 
einiger den Stoffumsatz regelnder Substanzen in der Leber: 1. tritt eine 
Verschiebung des DPN/DPNH-Quotienten von normal rd. 3:1 nach 5 
bis 6: 1 ein. Die Summe DPN + DPNH bleibt dabei praktisch unver- 
andert. 2. nimmt der gesamte saiurelésl. Phosphor um etwa 20 bis 30% 
zu, 3. steigt die ATP-Konzentration bei gleichbleibenden AMP- und 
ADP-Werten um fast 60% an. 4. wird die MS-Konzentration fast doppelt 
so groB wie bei unbehandelten Tieren und 5. werden als Folge komplexer 
Regulationsvorginge Anderungen in den Glykogen- und Glucosekon- 
zentrationen nachweisbar. 

Aus diesen Befunden ist zu schlieBen, daB die Umsatzrate fiir eine 
Reihe von Substanzen erhoht ist. Offenbar sind DPNH-Oxydation und 
ATP-regenerierende Prozesse beschleunigt. Aus der Vermehrung von 
g.s. P und ATP geht weiter hervor, daB die Leber anscheinend iiber 
gewisse Reserven verf*<t. Sie flieBen in die g. s. P-Fraktion und erlauben 
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die Befriedigung von durch die Olbelastung hervorgerufenen zusatzlichen 
Anforderungen. 

Unter gleichen Bedingungen der Olbelastung gehaltene Tiere rea- 
gieren jedoch anders, wenn die Leber zusatzlich durch CCl, geschadigt 
wird. 1. tritt nach initialer DPNH-Vermehrung eine stetige Verkleinerung 
der DPN- und DPNH-Konzentrationen ein. Sie ist um so stirker aus- 
gepragt, je schwerer die Schadigung ist. 2. nimmt der g. s. P gleichfal!s 
um 20—30% zu. Dies tritt schneller ein als bei den Olkontrollen und 
ist im Gegensatz zu letzteren mit einem betrachtlichen Anstieg von 
anorgan. P verbunden. 3. ist im Vergleich zu den Olkontrollen nach 
48 Stdn. bei gleichen AMP- und ADP-Werten der ATP-Spiegel um etwa 
1/, niedriger. Das entspricht etwa den ATP-Konzentrationen unbelasteter 
Tiere. 4. sind innerhalb der ersten 4 Stdn. fast alle bestimmten Zwischen- 
stoffkonzentrationen von Glykolyse und Citratcyclus héher als nach Oi- 
belastung allein. Spaiter sind die Werte normal. 5. laufen die Schwan- 
kungen im Glykogenspiegel im Vergleich zur ‘Olbelastung bei geschii- 
digten Tieren stark verzégert ab. Die Glucosekonzentrationen sind ab 
12. Stunde stets geringer als bei den Olkontrollen. 

Die CCl,-Wirkung ist den durch die Olbelastung hervorgerufenen 
Wirkungen iiberlagert. Man mu8 daher die Olwerte als Vergleichswerte 
fiir die Beurteilung des Schadigungseffektes zugrunde legen. 

Die Anfangsreaktionen der Leber auf die CCl,-Schadigung sind ge- 
kennzeichnet durch Vermehrung von Glykolyse, anorgan. und g. s. P. 
Spater wird dieses zunaichst klare Bild insbesondere durch den ZufluB 
von Adeninnucleotiden in die g.s. P-Fraktion und die Differenzen in 
den Glucosekonzentrationen etwas undeutlicher. Die Befunde lassen 
jedoch trotzdem den SchluB zu, daB auch spater die ATP-Hydrolyse 
beschleunigt bzw. die -Regeneration verlangsamt ablauft. Dies wird 
auch durch z. Z. laufende Versuche mit noch stirker geschadigten 
Tieren bestatigt. Offenbar liegen den vorliegenden Beobachtungen 
Stérungen der Mitochondrienfunktion zugrunde, die eine Kette von 
sekundaéren Reaktionen auslésen. Der Anstieg des anorgan. P und die 
Verminderung von DPN und besonders DPNH als zunachst deut- 
lichste und der Schwere der Schadigung gut parallel gehende Zeichen 
scheinen Ausdruck dieser Sekundarreaktionen. Ehe man jedoch die ein- 
zelnen Befunde sicher in Beziehung zueinander und zum Stoffwechsel- 
ablauf bringen kann, muB noch die Verteilung der einzelnen Substanzen 
auf die Zellfraktionen untersucht werden. 

Frau Ch. Stade danken wir fiir ihre stets zuverlassige und gewiss-nhafte 
Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Belastung mit 61 verschiebt in der Leber den DPN/DPNH-Quotienten 
von 3:1 nach 6:1. Die Konzentrationen an gesamtem saureléslichem 
P, ATP und Milchséure werden gréBer. Die Glykogen- und Glucose- 
spiegel andern sich. 
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Gleichzeitige CCl,-Schidigung fiihrt zu DPN- und besonders groBen 
DPNH-Verlusten in der Leber. Die Werte fiir gesamten saureléslichen 
P, anorgan. P und Milchsaure steigen an. Im Vergleich zu den Ol- 
kontrollen sinkt bei gleichbleibendem AMP- und ADP-Spiegel das 
ATP. Die Glucosekonzentrationen sind erniedrigt. Die Schwankungen 
im Glykogenspiegel verlaufen stark verzégert. In den ersten Stunden 
nach der Schadigung sind die Konzentrationen einiger Zwischenstoffe 
aus Glykolyse und Citratcyclus erhéht, spater sinken sie. 

Die nach CCl,-Schadigung auftretenden Verinderungen sind als Folge- 
reaktionen der primar gestérten Mitochondrienfunktion aufzufassen. 


Summary 


. Loading with oil displaces the DPN/DPNH quotients in the liver 


from 3:1 to 6:1. The concentrations of total acid soluble phosphorus, 
ATP and lactic acid are increased while the glycogen and glucose 
levels also undergo change. 


. Simultaneous carbon tetrachloride injury causes loss of DPN and 


very great loss of DPNH in the liver. The concentrations of total 
acid soluble phosphorus, inorganic phosphorus and lactic acid are 
increased. In comparison with the oil control experiments the ATP 
is reduced while the AMP and ADP levels remain constant. The 
glucose concentrations are depressed. The fluctuations in the glycogen 
level are strongly retarded. In the first hours after injury the con- 
centrations of certain metabolites from the glycolysis and the citrate 
cycle are increased but are subsequently reduced. 


3. The changes produced by carbon tetrachloride injury are considered 


to be due to primary derangement of the mitochondrial function. 
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O,0’-Tetramethylen-bis-glyeinester und 
0,0’-Tetramethylen-bis-L-leucinester 
Von 
H. Zahn und R. Krzikalla 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1956) 


Wolle ist nach Einwirkung von organischen Dihalogenderivate 
stabilisiert!, Die Stabilisierung ist wahrscheinlich auf den Einbau vo 
Querbriicken durch bifunktionelle Reaktion der Halogenverbindung mit 
reaktionsfahigen Gruppen der Wollproteine zuriickzuftihren. Zur Klarung 
der Frage, ob sich beispielsweise endstiindige Carboxygruppen von Pep. 
tidketten mit den Dihalogenreagenzien zu Diestern umsetzen, wurden 
von Zahn und Wilhelm? priaparative Untersuchungen angestellt, die 
zur Synthese einiger Diester von Diolen mit Hippursaéure und Benzoyl. 
alanin fiihrten. Es handelte sich um die Bis-hippursdureester von Athy. 
lenglykol, Propandiol-(1.4), Butandiol-(1.4) und Dihydroxyaceton sowir 
um den Bis-[N-benzoyl-alanin]-ester des Athylenglykols. Zur Darstel. 

















lung der Diester wurden die Kaliumsalze der N-Benzoyl-aminosaurey 
mit «-w-Dihalogen-paraffinen oder Dibromaceton in Aceton bei 105° in 
Druckrohr umgesetzt. 

Als Ausgangsmaterial zur Darstellung von Aminosiaureestern vo 
Diolen, bei denen die Aminogruppe nicht blockiert ist, sind die N-Ben 
zoyl-aminosauren naturgemaB nicht geeignet, da sich die Benzoylgrupp: 
nicht ohne gleichzeitige Verseifung der Esterbindung entfernen laBt. Z 
Synthese der genannten Verbindungen schiitzten wir die Aminogrup 
daher durch den Carbobenzoxyrest (Z), der bekanntlich leicht und scho 
nend eliminiert werden kann. Durch Umsetzung der Lithiumsalze de 
Z-Aminosauren (I) mit «-w-Dihalogen-paraffin in Dimethylformami 
wurden zunachst die Z-Diester II dargestellt, deren Aminogruppe a: 
schlieBend durch Behandlung mit HBr-Eisessig*® freigelegt wurde. (Hy: 
drierung mit Raney-Nickel hatte keinen Erfolg.) Die Lithiumsalze de 
N-Carbobenzoxysiuren (I) lésen sich in der Warme glatt in Dimethy! 
formamid‘. Die Ausbeuten betrugen bei unserem Verfahren tiber 80°, 
wihrend sie bei der Veresterung der Kaliumsalze der N-Benzoyl-amin 
siuren mit Dihalogenparaffinen in Aceton unter Druck? nur bei etw 
30% liegen. 

1 W. Kirst, Melliand Textilber. 28, 394 [1947]. 

2 H. Zahn u. H. Wilhelm, Chem. Ber. 85, 1113 [1952]; H. Zahn, Anger 


Chem. 67, 561 [1955]. 
3 Dov Ben-Ishai, J. org. Chemistry 19, 62 [1954]. 
4 Th. Wieland, persénl. Mitteilung. 
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Z = C,H;:CH,-0-CO- 2 Z-NH-CHR-CO,Li + Br-[CH,]n-Br — 
I 
(Z-NH-CHR-COO),[CH.Jn + 2 LiBr —1Br/Fisessig 
II 
(H,N-CHR-COO),[CH,]n:-2HBr + 2C,H,:CH,Br + 2CO, 
III 


Im einzelnen setzten wir die Lithiumsalze von Z-Glycin und Z-L- 
Leucin mit 1.4-Dibrom-butan zu den entsprechenden Aminosaureestern 
des Butandiols um. Ebenso brachten wir diese Aminoséuren sowie 
Tyrosin mit Athylenbromid zur Reaktion, konnten jedoch noch keine 
analysenreinen Verbindungen erhalten. 


Beschreibung der Versuche 


Z-Glycin-lithiumsalz (I, R = H): Zu einer Lésung von 75 g Glycin in 
250 ml 4-n. NaOH und 150 m/ Wasser lieB man unter kraftigem Riihren innerhalb 
von 2 Stdn. 160 ml (etwa 190 g) Carbobenzoxychlorid® und 250 mi 4-n. NaOH 
zutropfen, wobei die Temperatur unter 5° C gehalten wurde. AnschlieBend wurde 
eine weitere Stunde geriihrt, filtriert und mit Salzsiure versetzt. Der abgesaugte 
Niederschlag wurde mit 500 ml Wasser gewaschen und bei 105° getrocknet. Ausb. 
195 g (93% d. Th.). Schmp. 120° (aus Chloroform). 

190 g Z-Glycin, in 500 ml Wasser suspendiert, wurden durch Zugabe von 
23 g LiOH in Lésung gebracht und die filtrierte Lésung zur Trockene gedampft. 
Ausb. 193 g (99% d. Th.). Schmp. 260° unter Zers. und Braunfarbung. 

0,0'-Tetramethylen-bis-[Z-glycinester] (IIl,R = H, n= 4): l0lg 
Z-Glycin-Li-Salz und 50,5g 1.4-Dibrom-butan wurden in 500 ml dest. 
Dimethylformamid gelést und 8 Stdn. auf 120—130° erhitzt. Darauf wurde das 
Lésungsmittel i. Vak. entfernt, der Riickstand in 150 ml Tetrahydrofuran gelést 
und mit 750 ml Wasser ausgeschiittelt. Nach dem Abtrennen der waBr. Schicht 
wurde nochmals mit 500 m/ Wasser ausgeschiittelt und die vereinigten waBr. 
Schichten mit 300 ml Athylenchlorid ausgeschiittelt. Die Esterphasen wurden 
eingedampft und die waBr. Schicht verworfen. Beim Stehenlassen in Eis bildeten 
sich gréBere kugelige Aggregate. Ausb. (roh) 105g (96% d.Th.). Nach Um- 
kristallisieren aus Alkohol/Wasser Schmp. 48—50°. 


Cy4H»,0,N> (472,5) Ber. C 60,01 H 5,98 N 5,93 Gef. C 60,67 H 6,16 N 5,05 


0,0’ -Tetramethylen-bis-[glycinester ]-dihydrobromid (III, R=H, 
n = 4): 30g 0,0'-Tetramethylen-bis-[Z-glycinester] wurden unter Feuch- 
tigkeitsausschluB mit 30 ml HBr in Eisessig tibergossen. Die unter Warme- und 
Gasentwicklung gebildete Lésung wurde nach 20 Min. mit 150 ml Ather versetzt. 
Nach kurzer Zeit schieden sich Kristalle ab, die abgesaugt und mit 50 ml Ather 
gewaschen wurden. Beim Umkristallisieren aus 100 ml Methanol fiel die Haupt- 
menge der Verbindung bei mehrstiindigem Stehen in der Kalte aus, ein kleinerer 
Teil auf Zusatz von Ather zur Mutterlauge. Ausb. 8,5 g (67% d. Th.). Schmp. 
157—158° nach einem weiteren Umkristallisieren aus 50 ml Athanol. 
C,H,,0,N,:2 HBr (366,1) Ber. C 26,25 H 4,96 N 7,65 Br 43,66 
Gef. C 26,29 H 5,14 N 7,35 Br 42,23 


Z-u-Leucin-lithiumsalz (I, R = -CH,-CH[CH,],): Zur Lésung von 100g 
L-Leucin in 200 ml 4-n. NaOH + 100 ml Wasser lieB man unter Kiihlung und 
5 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]; vgl. 
Org. Syntheses 28, 12 [1943]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 307 12 
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Riihren innerhalb 11% Stdn. 120 mi Carbobenzoxychlorid und 230 ml 4-n. 
NaOH zutropfen. Nach weiteren 45 Min. wurde filtriert und mit Salzsaure ver- 
setzt, wobei Z-t-Leucin schleimig ausfiel. Das Wasser wurde abdekantiert, der 
Riickstand in Natriumcarbonatlésung gelést und die neutrale Lésung auf etwa 
400 ml i. Vak. eingedampft. Darauf wurde wieder mit Salzsaure gefallt, mit 300 ml 
Chloroform ausgeschiittelt, die Chloroformschicht mit Na,SO, getrocknet und das 
Chloroform abgedunstet. Die rohe N-Carbobenzoxysaure wurde mit 18 g LiOH in 
500 ml Wasser in das Lithiumsalz iibergefiihrt, die Lésung eingedampft (zah- 
viscos) und mit 50 ml Dimethylformamid angerieben, wobei sofortige Kristalli- 
sation eintrat. Ausb. etwa 220 g (81,5% d. Th.). 

0,0O' - Tetramethylen - bis - [Z - L-Leucinester] (II, R = -CH,-CH- 
[CHg],, n= 4). Wie beider Darst. des entspr. Glycinesters wurden 90g Z-L- Leucin- 
Li-Salz und 36g 1.4-Dibrom-butan in 500 ml Dimethylformamid wahrend 
14 Stdn. auf 120—130° erhitzt. Die weitere Reinigung wurde wie oben angegeben 
durchgefiihrt. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels i. Vak. blieb der Ester als 
schwach rotes 0] zuriick. Ausb. (roh) 103 g (etwa 98% d. Th.). 

0,0'-Tetramethylen- bie.ft. doncinester ]-dihwdrabromia iat, & = 
-CH,: -CH[CH,],, n = 4). 30g dliger 0,0'-Tetramethylen-bis-[Z-L-leucin- 
ester] wurden mit 40 mi HBr in Eisessig unter FeuchtigkeitsausschluB tibergossen. 
Nach 30 Min. wurde mit 150 ml Ather versetzt, in Kis gestellt und vom krist. 
Niederschlag abdekantiert. Die Verbindung wurde in 50 ml Athanol gelést und 
durch Zusatz von 100 ml Ather ausgefallt. Nach Kiihlung in Eis wurde abgesaugt 
und nochmals in 25 ml Athanol gelost, gekiihlt und zur vélligen Abscheidung mit 
50 mi Ather versetzt. Ausb. 7 g (43% d. Th.). Schmp. 156—159°. 
C,¢H,.0,N,°2HBr (478,3) Ber. C 40,18 H7,17 N 5,86 Br 33,56 

Z Gef. C 40,31 H7,52 N 6,01 Br 33,0 


Drehung des Hydrobromids: any = +8,75°. 





Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft Bad Godesberg 
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Die Ester des Glycins und des L-Leucins mit Butandiol-(1.4) werden 
in guter Ausbeute dargestellt durch Veresterung der Lithiumsalze der 
carbobenzoxylierten Aminosiuren mit Dibrombutan-(1.4) in Dimethy]l- 
formamid und nachfolgende Abspaltung der Carbobenzoxygruppe mit 
HBr/Eisessig. 


Summary 


The 1.4-butanediol esters of glycine and L-leucine have been pre- 
pared in good yield by esterification of the lithium salts of the carbo- 
benzoxylated amino acids with 1.4-dibrombutane in dimethylformamide 
followed by removal of the carbobenzoxy group with HBr/glacial acetic 
acid. 
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Die Polysaccharide der Weinbergschnecke I 


Die Polysaccharid-Proteide der Eiweifdriise 
(Ubersichtsbericht) 


Von 
M. Geldmacher-Mallinckrodt und F. May 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen, Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1956) 


Die bisher beschriebenen Polysaccharide aus Helix pomatia unter- 
schieden sich in ihrer spezifischen Drehung und ihren Fallungen aus 
saurer und alkalischer Losung mit verschiedenen Alkoholkonzentratio- 
nen. Ihre Darstellung erfolgte im allgemeinen durch Verkochen des 
ganzen Tieres bzw. einzelner Organe mit Kalilauge und anschlieBender 
Reinigung durch mehrfache Umfallung mit Alkohol. Wahrend echtes 
Glykogen und Galaktogen aus alkalischer und saurer Lésung mit Alkohol 
leicht fallbar sind, kénnen durch Umfallung aus saurer Lésung noch 
weitere Auftrennungen erzielt werden!. 

Das jeweils erhaltene Produkt ist also bei obiger Behandlung in 
seiner Zusammensetzung abhangig von der Darstellungsmethode, da- 
neben auch von dem biologischen Geschehen im Tierkérper, z. B. dem 
Alter und der Jahreszeit. 

Wiahrend bei den erwihnten Polysacchariddarstellungen eine alka- 
lische Verkochung vorausging, hat Hammarsten zur Gewinnung seines 
in Richtung nach der Zuckerkomponente nicht definierten Sinistrins 
dieses aus den EHiweiBdriisen von Helix pomatia zunachst als Mucin- 
Polysaccharidverbindung isoliert?. Wenn es gelinge, die EiweiB-Poly- 
saccharidfraktionen vor der Laugenverkochung zu trennen, wire ein 
Weg gegeben, die verschiedenen Polysaccharide leichter rein darzustellen 
und die schwierigere Trennung eines Polysaccharidgemisches zu um- 
gehen. 

Wie die vorliegende Arbeit zeigen wird, ist es méglich, aus den 
isolierten EiweiBdriisen eingedeckelter Schnecken neben dem galaktogen- 
haltigen Mucin-Polysaccharid (iiber die Identitaét von Galaktogen und 
Sinistrin siehe eine weitere Mitteilung) ein weiteres Polysaccharid- 
Proteid zu gewinnen, welches nach Verkochung mit Lauge Polysaccharid 
liefert. Dieses Polysaccharid gibt bei der Hydrolyse auch viel Galaktose, 
aber daneben noch andere Zucker und unterscheidet sich vom Galaktogen 
auBerdem noch in anderen Eigenschaften. 


1 F. May u. L. Stadelmann, Z. Biol. 99, 462 [1939]. 
2 0. Hammarsten, Pfiigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 36, 432 


[1885]. 
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Darstellung des Polysaccharid-Proteids 


a) Abtrennung der galaktogenhaltigen Mucinfraktion: Aus einge- 
deckelten Weinbergschnecken wurden im Marz 1954 die EiweiBdriisen entnommen 
und nur verwendet, wenn sie groB oder mindestens mittelgroB und hellgelb waren. 
Kleine und braune Driiser. wurden verworfen. Von diesen Driisen wurden 50 Stiick, 
etwa 20 g, mit Seesand im eisgekiihlten Mérser zerrieben und anschlieBend die ent- 
standene Paste unter Zusatz von kaltem Wasser weiter verriihrt. Nach Absitzen 
des Bodenkérpers wurde der waBrige Extrakt durch Dekantieren gesammelt. Nach 
etwa 8—l10maliger Wiederholung dieser Behandlung gaben 5 ccm der letztdekan- 
tierten Flissigkeit nach Filtrieren und Zusatz von einem Tropfen Eisessig keine 
nennenswerte Triibung mehr, d. h. weitere Mucine konnten nicht mehr extrahiert 
werden. 

Zur weiteren Kontrolle der Vollstandigkeit der Extraktion wurde der Riick- 
stand mit 10-proz. Kalilauge verkocht und auf Polysaccharid aufgearbeitet; hier- 
bei konnte kein Polysaccharid mehr gefunden werden. 

Die vereinigten waBrigen Extrakte wurden zentrifugiert und unter Riihren 
tropfenweise mit 10-proz. Essigsiure bis zu einer Endkonzentration von 1% ver- 
setzt. Dabei fiel die galaktogenhaltige Mucinfraktion in Flocken aus und konnte 
durch Zentrifugieren gesammelt werden. Sie wurde fiir andere Untersuchungen 
zuriickgestellt. Die hierbei sich ergebenden Polysaccharide werden dann als Mucin- 
Polysaccharide angesprochen. 

b) Weiterbehandlung der Polysaccharid-Proteid enthaltenden 
waBrigen Extrakte: Die nach der Mucinabtrennung leicht opalescente Lésung 
gibt bei weiterem Essigsiurezusatz keinen Niederschlag. Dagegen verstiarkt sich 
die Opalescenz bei Zusatz der 21/,fachen Menge an 96-proz. Athanol auBerordent- 
lich, es kommt aber auch nach mehrtagigem Stehenlassen zu keiner Niederschlags- 
bildung. Der py-Wert nach Alkoholzusatz liegt etwa bei 6,5. Setzt man nun 10-proz. 
Kalilauge bis pq 7,0 zu, so flockt ein Niederschlag aus, der sich schnell absetzt, 
durch Zentrifugieren abgetrennt wird und mit Alkohol-Wassermischung 3: 1 ge- 
waschen werden kann. Aus der iiberstehenden klaren Lésung konnte weder durch 
weiteren Alkoholzusatz bis zum 8fachen UberschuB, noch durch anschlieBendes 
Alkalischmachen ein erneuter Niederschlag gewonnen werden. 

Eine Probe des mit dem 2?/,fachen AlkoholiiberschuB gewonnenen Nieder- 
schlags gibt vor Invertierung mit 10-proz. Schwefelsiure eine negative Fehlingsche 
Probe, die nachher jedoch stark positiv ist, sowie eine positive Biuretprobe. Der 
gewaschene, in Wasser nicht restlos lésliche Niederschlag lést sich bei schwach 
alkalischer Reaktion véllig. Diese Lésung wurde zuniachst elektrophoretisch auf 
Einheitlichkeit untersucht. 


Elektrophorese des Glykoproteides 


Die Elektrophorese erfolgte in selbstgebauten Glaskammern, die erlauben, 
Streifen bis zu 8 cm Breite einzulegen, ahnlich wie sie von Th. Wieland? ange- 
geben wurden. Der verwendete Veronal-Na-Acetat-Puffer hatte ein pq von 8,7 und 
ein Ionenprodukt mw = 0,075 (7,358 g Veronal-Natrium, 4,858 g Natrium- 
acetat:3H,O und 45 ccm n/10-HCl werden mit bidest. Wasser auf 1000 ccm auf. 
gefiillt). Die Elektrophoresen wurden im Eisschrank bei 7° und 180 V wahrend 
9 Stdn. durchgefiihrt (Papier Schleicher & Schiill, Nr. 2043a). Der Start lag katho- 
dennahe, aufgetragen wurde mit der Blutzuckerpipette je 0,01 ccm pro 1 cm Strei- 
fenbreite. 

Nach der Elektrophorese wurden die getrockneten Streifen der Lange nach 
in drei etwa 2,5 cm breite Streifen geschnitten und diese in der Reihenfolge 
durchnumeriert. Von den erhaltenen Streifen wurde je einer verwendet fiir die 
Anfarbung mit 


3 Th. Wieland, Angew. Chem. 60, 313 [1948]. 
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1. Ninhydrin (Eiwei8); 2. Amidoschwarz 10 B (Eiwei8); 3. Perjodsiure-Para- 
fuchsin (Polysaccharid). 
1. Nachweis von EiweiB 

a) Ninhydrin‘. Der Streifen wird mit dem Reagens aus 20 mg Ninhydrin, 
9,5 com Butanol und 0,5 ccm 2-n. Essigsiure bespriiht und 10 Min. bei 110° ge- 
trocknet. 

b) Amidoschwarz'. Farbebad: 0,5 g Amidoschwarz 10B in 100 ccm Metha- 
nol-Kisessig 9:1 geben, unter éfterem Schiitteln 48 Stdn. stehenlassen. 3 Hnt- 
farbebdder: Methanol-Eisessig 9:1 im Verhaltnis 2:1 mit Wasser mischen (der 
Wasserzusatz bewirkt eine schnellere Entfarbung). Der zu farbende Streifen kommt 
fiir 20 Min. in das Farbebad und fiir je 10 Min. in die drei Entfarbebader. 

2. Nachweis von Polysaccharid 

Perjodsaiure-Parafuchsin®. 1. Perjodsiure: 0,9g Natriumperjodat werden 
in 24 com Wasser gelést, dazu gibt man 1 ccm 2-n. HCl, 1 ccm 2-n. Essigsiure und 
fiillt mit absol. Alkohol auf 100 auf. 

2. Schiffsches Reagens: 1,0 g Parafuchsin werden mit 200 ccm siedendem 
Wasser tibergossen und wahrend 5 Min. 6fters geschiittelt. Nach Abkiihlen auf 50° 
wird filtriert und 20 ccm 1-n. HCl zugesetzt. Nach weiterem Abkihlen auf 25° 
erfolgt Zugabe von 2 g wasserfreiem Natriumhydrogensulfit. 24 Stdn. spater ist die 
Lésung entfarbt und gebrauchsfertig. 

3. SO,-Wasser: 10 ccm waBr. 10-proz. Natriumhydrogensulfitlésung und 
10 ccm 1-n. HCl werden mit dest. Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 

Entwicklungsvorgang. Die Elektrophoresestreifen werden 5 Min. in 
Lésung 1 gebracht, auf einem Bogen Filtrierpapier abgetrocknet und anschlieBend 
je 20 Min. in Lésung 2 und 3 gegeben. Sodann werden sie 15 Min. gewassert und an- 
schlieBend bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Polysaccharide sowie viele Kohlenhydrat-Eiwei8verbindungen liefern mit 
dieser Methode mehr oder weniger intensiv rot gefirbte Reaktionsstellen, insbe- 
sondere farbt sich das Galaktogen bis zur GréBenordnung von 2 y sehr gut an. Der 
Veronal-Natriumacetatpuffer stért die farbuug nicht. 


Ergebnis der Elektrophorese nach Anfarbung 


1. Anférbung von EiweiB mit Amidoschwarz 10B (Abb. 1, 
Nr. 3): Der Elektrophoresestreifen zeigt drei Zonen: 


1. am Start schwach blau, Zone a, 


2. in gr6Berem Abstand davon weiter anodenwarts etwas schwiacher 
angefarbt, Zone b, 
3. am weitesten gewandert intensiv blau, Zone c. 


2. Anfirbung mit Ninhydrin (Abb. 1, Nr. 2): Auch mit Nin- 
hydrin lassen sich drei Zonen anfarben, die an den gleichen Stellen liegen 
wie die mit Amidoschwarz 10B darstellbaren. Die Farbintensititen er- 
geben die gleichen Verhialtnisse wie beim Amidoschwarz beschrieben. 


4 F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim 1953, S. 55. 

5 W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

6 Diese Methode zum Nachweis des Polysaccharids auf Papier habe ich von 
Frl. Dr. A. von AufseB, Assistentin am hiesigen Institut, iibernommen. (Sie 
stammt im Prinzip von Hotchkiss, Arch. Biochemistry 16, 131 [1948], und 
wurde dort fiir Glykogen entwickelt.) Sie wird iiber die Differenzierung von Gly- 
kogen und Galaktogen in einer gesonderten Arbeit berichten. Fiir die liebeas- 
wiirdige Uberlassung der Methode danke ich ihr an dieser Stelle herzlich. 
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3. Anfarbung von Polysaccharid mit Perjodsaure-Para. 
fuchsin (Abb. 1, Nr. 1): Die bereits mit Amidoschwarz und Ninhydrin 
festgelegten Zonen sind auch hier an gleicher Stelle, ebenso liegen die 
gleichen Verhiltnisse fiir die Farbintensitaten vor. 

Es decken sich also in jedem Falle die EiweiB- und Polysaccharid- 
zonen, sowohl nach Lage als auch nach den Verhiltnissen der Intensi- 
titen. Allerdings ist die Farbintensitaét bei den Polysacchariden viel 
weniger als bei der Anfarbung von EiweiB mit Amidoschwarz ein Mab. 
stab fiir die Menge der abgelagerten Substanz, da sich nicht alle hoch. 
molekularen Polysaccharide bei dem Vorliegen gleicher Mengen gleich 
intensiv anfarben®. 


Start 





Abb. 1. Elektropherogramm des Polysaccharid- 
Proteids. Farbung: 1. Perjodsiure-Parafuchsin, 
2. Ninhydrin, 3. Amidoschwarz 10B. 
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Die erhaltenen Resultate machen es wahrscheinlich, daB in der iso- 
lierten Polysaccharid-Proteid-Fraktion verschiedene Glykoproteide vor- 
handen sind, deren Polysaccharidkomponente nach Art der Neutroglyko- 
proteide fest mit dem EiweiBbestandteil verbunden ist und deshalb 
elektrophoretisch unzertrennlich mit diesem wandert. In diesem Glyko- 
proteidgemisch scheint die Komponente c am reichlichsten vorhanden 
zu sein. 

Eine elektrophoretische Auftrennung bei px 9,3 unter sonst gleichen 
Bedingungen zeigte dieselbe Auftrennung. 


Bestimmung der Menge des Polysaccharid-Proteid- 
Gemisches in der EiweiBdrise 


1,0 g hellgelbe EiweiBdriisen von eingedeckelten Schnecken (April 1955) 
wurden in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. Nach Fallung der Glyko- 
proteide mit Alkohol wurden sie auf einem gewogenen Filter gesammelt, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrock- 
net. Auf diese Weise lieBen sich aus 1,0 g EiweiBdriisen 0,143 g Glykoproteid = 
14% des Frischgewichts gewinnen. 


Gewinnung des in den Polysaccharid-Proteiden 
nachweisbaren Polysaccharidgemisches 


Das aus 50 EiweiBdriisen wie oben dargestellte Glykoproteidgemisch wurde in 
einem Rundkolben mit 120 ccm 10-proz. Kalilauge 2 Stdn. im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde mit dem 8fachen Volumen 96-proz. Alkohol und 
etwas NaCl versetzt, worauf sich ein flockiger Niederschlag absetzte. Dieser wurde 
nach Klarung und Wegnahme des iiberstehenden Alkohols in wenig Wasser gelést 
und erneut zur Verminderung der Alkalikonzentration mit dem 8fachen Volumen 
96-proz. Alkohol gefallt. Der so gewonnene Niederschlag wurde nun noch zweimal 
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aus saurer und zweimal aus neutraler Lésung umgefallt. Hier wurde jeweils neben 
Zusatz von NaCl der 16fache Uberschu8 an Alkohol angewandt, um die Ausfallung 
méglichst quantitativ zu machen. Trotzdem nahm bei jeder Umfallung die Nieder- 
schlagsmenge deutlich ab, und in dem klaren iiberstehenden Alkohol der sauren 
und neutralen Fallungen war durch Zugabe von KOH bis zur deutlich alkalischen 
Reaktion stets ein Niederschlag mit nach Invertierung positiver Reduktionsprobe 
zu erhalten. 

Der mit der 16fachen Alkoholmenge in Gegenwart von NaCl ausgefallte 
Niederschlag wurde nach der zweiten neutralen Fallung durch ein bei 110° kon- 
stant getrocknetes gewogenes Filter gegeben, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und schlieBlich bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Auf diese Weise 
konnten 170 mg Polysaccharid gewonnen werden = etwa 1% der frischen EiweiB- 
driisen. 


Qualitative Untersuchung des Polysaccharidgemisches 


Das im AchatmG6rser fein zerriebene Polysaccharidgemisch war hellbraun; in 
Wasser war es in der Kalte leicht mit gelbbrauner Farbe ldslich. 

Farbreaktion mit Benzidin und Perjodsaure: 1 mg der Substanz, auf 
Filtrierpapier in Lésung aufgetragen und angetrocknet, lieferte mit Benzidin eine 
schwach braune Farbung, mit Perjodsiure war die Substanz im Vergleich zu der 
gleichen Menge Galaktogen nur auBerst schwach anfarbbar. 

Reaktion mit Kupferlauge: 0,2 ccm einer 0,5-proz. Lésung des Poly- 
saccharidgemisches, enthaltend etwa 1 mg, wurden mit 3ccm Kupferlauge’ versetzt 
und eben zum Sieden erhitzt. Die Lésung blieb dabei klar, auch nach Abkiihlen 
und langerem Stehenlassen setzte sich kein Niederschlag ab. Aus einer zur Kon- 
trolle ebenso behandelten Galaktogenlésung gleicher Konzentration konnte da- 
gegen beim Erhitzen sofort ein flockiger hellblauer Niederschlag erhalten werden, 

Verspeichelung®: 5mal je 80 y Polysaccharid wurden in Lésung als Fleck 
auf Filtrierpapier aufgetragen, angetrocknet und mit frischem, zentrifugiertem, 
1: 1 mit Wasser verdiinntem menschlichem Speichel bespriiht. Ein Flecken wurde 
unmittelbar danach mit Benzidin® entwickelt und die iibrigen 1, 2, 6 und 24 Stdn. 
bei 37° in wasserdampfgesattigter Atmosphiare bebriitet, anschlieBend mit Warm- 
luft getrocknet und mit Benzidin entwickelt. Bei keiner der Proben konnte eine 
Verstarkung der ohne Speicheleinwirkung mit Benzidin zu erhaltenden leichten 
Braunfarbung festgestellt werden. Das Polysaccharid ist also nicht verspeichelbar. 

Eine in der gleichen Weise zur Kontrolle des Speichels behandelte Probe von 
Glykogen zeigte dann nach Istdg. Bebriitung eine deutliche Benzidinreaktion als 
Folge der abgespaltenen Glucose (Glykogen fiir sich gibt keine Benzidinreaktion). 


Elektrophorese des Polysaccharidgemisches: Auf einem 8 cm breiten 
Elektrophoresestreifen wurden 1000 y Polysaccharid und zum Vergleich daneben 
eine Mischung von 500 y Glykogen und 500 y Galaktogen aufgetragen. Die 8 stdg. 
Elektrophorese erfolgte mit 220 V bei 7° im Veronal-Natrium-Natriumacetat- 
puffer vom py 8,7 und dem Ionenprodukt u = 0,075. Der Start lag in Anodennihe. 

Wie Abb. 2 zeigt, lagert sich der Polysaccharidanteil (Nr. 1) vorwiegend an 
derselben Stelle wie Galaktogen (Nr. 2a), also nicht in der Zone der elektroneu- 
tralen Zucker (z. B. Glykogen, Nr. 2b), ab und hat demnach eine zur Anode ge- 
richtete Wanderungstendenz. Deutlich tritt aber die sehr viel schwachere Anfarb- 
barkeit mit Perjodsiure hervor. Beimischung elektroneutraler Polysaccharide 
wie z. B. Glykogen, war auf Streifen 1 (Abb. 2) nicht zu erkennen. Bei Wiederholung 
der Elektrophorese unter den gleichen Bedingungen, wobei jedoch die doppelte 
Menge Polysaccharidgemisch (2000 y) auf einer um die Halfte verkiirzten Start- 
strecke aufgetragen worden waren, zeigte sich etwa in Héhe der Ablagerungsstelle 


7 F. May, Z. Biol. 95, 291 [1934]. 
8 M. Geldmacher- Mallinckrodt u. H. Weinland, diese Z. 292, 66 [1953]. 
91, 0.4, 8.70. 
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aq 06 Abb. 2. Elektropherogramm von 
Start ' 1000 y Polysaccharidgemisch, erste 
E Darstellung. Entwicklung mit Per- 
jodsaure-Parafuchsin. a) Galak- 
togen 500 y, b) Glykogen 500 » 
(zum Vergleich auf Streifen 2), 
i ¢) elektronegative Komponente 
des Polysaccharidgemisches 
| (= Streifen 1). 
c 
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elektroneutraler Zucker eine auBerst schwach mit Perjodsiure anfirbbare Zone, 
die durch eine Abbildung nicht wiedergegeben werden konnte. 
Chromatogramm des Polysaccharidgemisches: Das Chromatogramm 
lief absteigend mit Butanol-Eisessig-Wasser 4: 1:5 auf Schleicher & Schiill- 
Papier Nr. 2043B iiber 96 Stunden. Aufgetragen wurden 200 y Polysaccnarid. Be: 
der Entwicklung mit Benzidin sah man nur an der Auftragstelle eine hellbraune 
schwache Farbung (Abb. 4, Nr. 5). Nach der Entwicklung desselben Streifens mit 
Perjodséure war nur die vorher mit Benzidin sichtbar gemachte Auftragstelle am 
Start rot gefarbt. Der Polysaccharidanteil wandert also im Chromatogramm nicht 
und stimmt darin mit vielen Polysacchariden (Glykogen, Galaktogen) tiberein. 


Hydrolyse des Polysaccharidgemisches 


15 mg des Polysaccharidgemisches wurden mit 5 ccm 2,5-proz. Schwefelsiure 
unter RiickfluB 4 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Die gelb gefarbte Lésung 
wurde durch Zugabe von Bariumcarbonat etwa auf py 6,5 gebracht, der Barium- 
niederschlag abzentrifugiert, 2mal mit Wasser ausgewaschen und die vereinigten 
Eluate bei 35° unter 18 Torr zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit 
0,3 com Wasser aufgenommen, ein geringer unléslicher Anteil durch Zentrifugieren 
entfernt und die iiberstehende hellgelbe, etwa 5-proz. Lésung zu den weiteren 
Untersuchungen verwendet. . 

Elektrophorese des Hydrolysates: Es wurden auf einem 8 cm breiten 
Elektrophoresestreifen nebeneinander 1000 Polysaccharidhydrolysat und dieselbe 
Menge eines in der gleichen Weise gewonnenen Hydrolysates von Galaktogen auf- 
getragen. Die Elektrophorese erfolgte unter denselben Bedingungen wie diejenige 
des Polysaccharids. 


Ein Vergleich der beiden Elektropherogramme (Abb. 3) zeigt bei 
beiden eine Ablagerung elektroneutraler Zucker!® (III) und ebenso eine 
Ablagerung in Startnéhe (I), wobei es sich beim Galaktogen um einen 
Monosaccharid-Monophosphorsiureester handelt!!. Zwischen I und III 
liegt beim Galaktogenhydrolysat eine im Original schwach angefarbte 
































Start 
vo ¢ Abb. 3. Elektropherogramm des Poly- 
E : & 2 saccharidgemisch-Hydrolysates neben 
: ee Galaktogen-Hydrolysat, entwickelt mit 
2 © Benzidin. 1 Polysaccharidgemisch-Hydro- 
| ; ‘ 1 lysat, 2 Galaktogen-Hydrolysat. 
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10 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 298, 260 [1953]. 
UH. Weinland, diese Z. 306, 56 [1956]. 
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Ablagerung, die im Bild nicht sichtbar gemacht werden konnte (II), ein 
Trisaccharid-Monophosphorsaureester™. Dieser Zone entspricht im 
Hydrolysat des Polysaccharidgemisches eine sehr viel breitere und dif- 
fusere Ablagerung, die auch intensiver angefarbt ist, ein deutlicher 
Unterschied zwischen den beiden Hydrolysaten. 





R 
Abb. 4. Chromatogramm des Polysaccharid- sail 


gemisches und des Polysaccharidgemisch- ’ 
Hydrolysates, mit Benzidin entwickelt. te ad a wae ‘’ 
Nr. 1, 3, 6 Galaktose je 80 y, Nr. 2, Poly- 
saccharidgemisch-Hydrolysat 1600 y, Nr. 4, 
Polysaccharidgemisch-Hydrolysat 800 y, 
Nr. 5, Polysaccharidgemisch 200 y. 
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Chromatogramm nach Hydrolyse des Polysaccharidgemisches der 
Polysaccharid-Proteide: Die chromatographische Untersuchung erfolgte unter 
den gleichen Bedingungen wie diejenige des ungespaltenen Polysaccharides. Auf- 
getragen wurden 800 y und 1600 y neben je 80 y Galaktose als Bezugssubstanz. 
Wie Abb. 4 (Nr. 2 und 4) zeigt, bleibt nach der Hydrolyse ein verhaltnismabig 
groBer Anteil am Start liegen, daneben sind aber durch Benzidin anfarbbare Frak- 
tionen mit den folgenden Ry-Werten entstanden: 0,01; 0,16; 0,18; 0,25 und 0,31. 

Von diesen ist die Fraktion 0,16 die intensivst gefarbte, die Fraktionen 0,01; 
0,18; 0,25 sind von mittlerer Intensitét und Fraktion 0,31 ist nur ganz schwach 
angefarbt und auf der Abbildung nicht zu erkennen. 


Nach den Ry-Werten und auch nach einem Vergleich mit der eben- 
falls auf dem Chromatogrammbogen aufgetragenen Galaktose (Abb. 4 
Nr. 1, 3, 6) stellt die Fraktion mit dem Ry-Wert 0,16 Galaktose, die- 
jenige mit Ry 0,18 Glucose dar. 





Re 
Xylose 
Arabinose4 
a4 & Abb. 5. Chromatogramm eines mit Benzidin ent- 
wickelten Galaktogen-Hydrolysates. Nr. 1 Glucose, 
Glucose 4 is Galaktose, Fructose, Arabinose, Xylose, je 80 y; 
Galaktose- ES os) + 016 Nr. 2 Galaktogen-Hydrolysat 1500 y. 
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Das Chromatogramm des Hydrolysates zeigt am eindringlichsten 
den Unterschied zwischen Galaktogen und dem neuen Polysaccharid- 
gemisch. Wahrend Fraktionen mit den Ry-Werten 0,01, 0,16 und 0,25 
auch in einem Galaktogenhydrolysat, das unter denselben Bedingungen 
gewonnen wurde (Abb. 5, Nr. 2), enthalten sind, letztere allerdings in 
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sehr geringer Menge, so findet man in dem Polysaccharidgemisch aus 
den Polysaccharid-Proteiden eine wesentlich stiirkere Ablagerung einer 
Fraktion 0,25 und, was besonders auffallig ist, eine nicht unbetrachtliche 
Menge Glucose mit dem Ry-Wert 0,18, die bisher in der EiweiBdriise 
der Weinbergschnecken in Polysaccharid eingebaut nicht gefunden 
wurde. (Inwieweit die Fraktionen 0,25 im Galaktogenhydrolysat und hier 
identisch sind, miissen weitere Untersuchungen ergeben.) Dagegen fehlen 
hier die im Galaktogenhydrolysat immer zu beobachtenden phosphor. 
saurefreien Fraktionen mit niedrigen Ry-Werten ab 0,02 und dariiber, 
die wohl Oligosaccharide enthalten'*, praktisch vollig. 


Phosphatnachweise im Chromatogramm des Hydrolysates: Ein 
parallel mitlaufender, noch nicht mit Benzidin entwickelter Chromatogramm. 
streifea, auf dessen Startpunkt etwa 500 y Hydrolysat aufgetragen worden waren, 
wurde nach Hanes-Isherwood® auf Phosphat entwickelt. (Es farbt sich sowohl 
anorganisches als auch organisches Phosphat an.) Dabei zeigte sich eine deutlich 
positive Reaktion im Bereich der Auftragstelle (Blaufirbung), die ja auch mit 
Benzidin anfarbbar war, sowie eine schwache Reaktion beim Ry-Wert 0,01. Die 
iibrigen Fraktionen sind phosphatfrei, gegeniiber Galaktogen sind hier Unter. 
schiede zunachst nicht erkennbar. 

Vergarung im Chromatogramm des Hydrolysates: Ein weiterer 
Unterschied gegeniiber Galaktogen zeigte sich bei Garversuchen an den Ablage- 
rungssteHen eines noch nicht mit Benzidin entwickelten Chromatogrammstreifens, 
auf dessen Startpunkt etwa 180 y Polysaccharid-Hydrolysat aufgetragen worden 
waren. Der-Streifen wurde nach Beendigung der chromatographischen Auftren- 
nung getrocknet, mit einer 20-proz. Suspension von an Galaktose gewohnter Bier. 
hefe™ beiderseits bespriiht!® und 3 Stdn. in wasserdampfgesattigter Atmosphare 
bei 37° bebriitet. Wahrend dieser Zeit hatte dieselbe Hefe sowohl 180 y Glucose 
(Abb. 6, Nr. 1) als auch 180 y p-Galaktose (Abb. 6, Nr. 2) vollstandig vergoren. 
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Abb. 6. Vergairung im Chromatogramm des Polysaccharidgemisch-Hydrolysates 
mit Galaktosehefe, entwickelt mit Benzidin. 
3 Stdu. mit Nr. 1 p-Glucose 180 y 
Galaktosehefe | Nr. 2 p-Galaktose 180 y 
behandelt Nr. 3 Polysaccharidgemisch-Hydrolysat 180 y 


nicht vergoren Nr. 4 Polysaccharidgemisch-Hydrolysat 180 y 
Vergleichsstreifen | Nr. 5 Glucose 180 y 








12, H. Weinland, diese Z. 305, 87 [1956]. 

13 C, S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 

» RR. Nilsson in: Die Methoden der Fermentforschung. E. Bamann u. 
K. Myrback II, 1294 (Akadem. Verlagsgesellschaft, Leipzig 1941). 

15 H. Weinland u. F. May, diese Z. 298, 153 [1953]. 
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Nach der Entwicklung mit Benzidin waren im Chromatogramm des Polysaccharid- 
hydrolysates (Abb. 6, Nr. 3) die Fraktionen mit den Ry-Werten 0,18 (Glucose) und 
0,25 vollig vergoren. Auffalligerweise blieb aber die Fraktion 0,16 (Galaktose), die 
vergoren werden sollte, dem Augenschein nach in voller Starke erhalten, die Ab- 
lagerungen am Start mit Rp-Wert 0,01 erscheinen vielleicht etwas abgeschwacht. 

Die Verschiebung des Galaktosefleckens aus Abb. 6, Nr. 3 wahrend der lang- 
dauernden Vergirung gegeniiber der Lage des Galaktosefleckens im Vergleichs- 
streifen Abb. 6, Nr. 4 (dieser wurde direkt mit Benzidin entwickelt) ist eine allge- 
meine Erscheinung, die schon friiher beobachtet wurde}. 


Vergleich der Girungsversuche mit Galaktogen 


Durch die oben erhobenen Befunde wird der Unterschied zum Galak- 
togen ganz besonders deutlich. Beim Galaktogenhydrolysat mit etwa 
85% D-Galaktose und 15% L-Galaktose laBt an D-Galaktose gewohnte 
Bierhefe nur einen geringen Rest von L-Galaktose unangegriffen. Bei 
obigen Versuchen wird die Galaktosefraktion aber tiberhaupt nicht ver- 
goren. Daraus kann man schlieBen, daB in den Polysaccharid-Proteiden 
die Galaktose nur, zumindest aber in einem auBerordentlich viel héheren 
Prozentsatz als im Galaktogen, in ihrer Linksform vorliegt. 


Kontrolle der bisherigen Befunde 


Zur Kontrolle der bisherigen Befunde wurden weitere 50 ein- 
gedeckelte Weinbergschnecken in der bereits beschriebenen Weise ver- 
arbeitet. Bei der Darstellung der Polysaccharide bestand lediglich der 
Unterschied, daB bei den sauren und neutralen Fallungen diesmal nur 
ein 8-facher Uberschu8 an Alkohol verwendet wurde. 

Die Elektrophorese des Polysaccharid-Proteidgemisches ergab kei- 
nen Unterschied zu friher. Die Ausbeute an Polysaccharid aus dem 
Polysaccharid-Proteid betrug hier 180 mg. Aussehen und Léslichkeit des 
Polysaccharidgemisches, die Farbreaktionen mit Benzidin und Perjod- 
siure sowie das Verhalten gegen Kupferlauge und Speichel stimmten mit 
dem bereits beschriebenen Bild iiberein. 

Bei der Elektrophorese von 1000 y und 4000 y des dargestellten 
Polysaccharidgemisches konnte aber die bereits bei der ersten Darstel- 
lung* in geringer Menge beobachtete Substanz mit Ablagerungsstelle 
am Ort fiir elektroneutrale Zucker diesmal verstirkt und ganz deut- 
lich wahrgenommen werden (Abb. 7, Nr. 1d). 

Die Elektrophorese des Hydrolysates ergab keine neuen Gesichts- 
punkte gegeniiber Abb. 3. 

Im Chromatogramm des Hydrolysates zeigten sich alle bereits in 
der ersten Untersuchung gefundenen Ablagerungsstellen, nur war auf- 
fillig, daB die Intensitét der Benzidinflecken von Fraktion Ry 0,18 
(Glucose) und 0,25 wesentlich schwacher waren. 

Die beiden letzten Untersuchungen lassen vermuten, daB wahr- 
scheinlich eine andere Léslichkeit bei den alkoholischen Fallungen der 
zweiten Darstellung eine etwas andere Zusammensetzung in Richtung 


* In geringer Menge beobachtete Substanz mit Ablagerungsstelle. 
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der einzelnen Polysaccharide des Gemisches bedingten, die zur Ver- 
stirkung der elektroneutralen Zone im Elektrophoresestreifen fiihrte. 
Um ein Glucosepolysaccharid scheint es sich dabei deshalb nicht zu 
handeln, weil die Glucosefraktion (Ry 0,18) im Chromatogramm des 
Hydrolysates der zweiten Darstellung schwicher ist. 

Nach der Vergirung des Chromatogramms zeigte sich wieder der 
groBe L-Galaktoseanteil in der Galaktosefraktion mit Ry 0,16. 

Auch die Phosphatentwicklung des Chromatogramms ergab das 
bereits beschriebene Bild. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB aus der EiweiBdriise 
der eingedeckelten Weinbergschnecke auBer Galaktogen noch ein Poly- 
saccharidgemisch gewonnen werden kann. Die einzelnen Polysaccharide 
Start 2 9 a 

{ { Abb. 7. Elektrophorese von 4000 y Polysaccha- 

: ridgemisch, zweite Darstellung. Entwicklung 
mit Perjodsiure-Parafuchsin. 
© a) Galaktogen 500 y; b) Glykogen 500 y; 
c) elektronegative Komponente des Polysaccha- 
ridgemisches; d) elektroneutrale Komponente 
des Polysaccharidgemisches. 























des Gemisches sind urspriinglich an Eiweif als Polysaccharid-Proteide 
gebunden. Die Polysaccharid-Proteidfraktion ist elektrophoretisch nicht 
einheitlich, man kann annehmen, daf sie ein Gemisch von mindestens 
drei Glykoproteiden darstellt, von denen wahrscheinlich jedes eine ge- 
sonderte Polysaccharidkomponente trigt. 

Bei der alkalischen Verkochung der gesamten Polysaccharid- 
Proteidfraktion ist deshalb auch kein reines Polysaccharid zu erwarten. 
DaB tatsachlich ein Polysaccharidgemisch gewonnen wird, deuten die 
Unterschiede der Endprodukte der ersten und zweiten Darstellung an, 
bei denen mit verschiedenen Alkoholkonzentrationen gearbeitet wurde, 
und die dementsprechend etwas voneinander abweichende Analysen- 
ergebnisse in Richtung der Zusammensetzung lieferten. 

Auf jeden Fall fallt der Hauptanteil auf ein Polysaccharid, das 
wesentlich mehr L-Galaktose im Molekiil enthalt als Galaktogen. Dieses 
L-Galaktose-Polysaccharid hat offensichtlich eine Bedeutung fiir die 
Frage des Einbaus der L-Galaktose in das Galaktogen wahrend der Bil- 
dung der Eier in einer Zeit, wo aus Glucose noch zusiatzlich Galaktogen 
gebildet wird. 

Wieweit eines der neuen Polysaccharide mit dem stark links dre- 
henden Polysaccharid identisch ist, welches May durch saure Alkohol- 
fallungen aus Galaktogenpriparaten dargestellt hat, miissen weitere 
Untersuchungen zeigen. Seinerzeit wurden die gesamten EiweiBdriisen 
mit Lauge verkocht und in Anwesenheit von viel Galaktogen durch saure 
Fallungen dieses Polysaccharid isoliert. 
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Gegeniiberstellung der Eigenschaften von Galaktogen 
und dem Polysaccharidgemisch der Glykoproteide. 





Polysaccharidgemisch der 











Galaktogen 
. Glykoproteide 
Menge in der EiweiBdriise ein- 6—79/ 19 
gedeckelter Schnecken 70 /o 
Loslichkeit in Wasser gut sehr gut 
keine schwache Braunfirbung 


Reaktion mit Benzidin 





Reaktion mit Perjodsiure- 
Parafuchsin 


starke Anfirbung 


schwache Anfarbung 





Reaktion mit Kupferlauge 


quantitative Fallung 


keine Fillung 





Reaktion mit Speichel 


keine 


keine 





Elektrophorese des unge- 
spaltenen Polysaccharids 
Zahl der Zonen 
Ladung der Zonen 


1 
elektronegativ 


1. Darstellung 2. Darstellung 
1 2 


1 elektronegativ 
1 elektroneutral 


elektronegativ 





Chromatogramm des unge- 
spaltenen Polysaccharids 


keine Wanderung 


keine Wanderung 





Elektrophorese nach Hydrolyse 
Zahl der Zonen 
Ladung der Zonen 


Anfirbbarkeit der Zonen mit 
Benzidin 


elektroneutral (Galaktose) 

schwach elektronegativ 

(Trisaccharid-monophos- 

phorsiure) 

III stirker elektronegativ 
(Monosaccharid phosphor- 
siure) 

T stark 
II sehr schwach, schmal 
III mittelstark 


_ 
-- 


elektroneutral (Galaktose) 
schwach elektronegativ 


_ 
— 


stirker elektronegativ 


-_ 
oo 
_ 


I stark 
II mittelstark, sehr breit 
III mittelstark 





Chromatogramm nach 
Hydrolyse 
Zahl der Ablagerungsstellen 
Ry-Werte und Intensitét der 
Benzidinfirbung 


Phosphatnachweis in den 
Fraktionen 


6 
0,00) mittelstark, Hexose- 
0,01 Jphosphorsiuren 
0,02 mittelstark, Disaccharide 
0,16 stark, Galaktose 
0,25 schwach 
0,31 sehr schwach 


0.0 positiv 
0,01 positiv 


alle anderen Fraktionen negativ 


1. Darstellung 2. Darstellung 
6 6 


0,00) mittel 0,00) mittel 
0,015 stark 0,01S stark 
0,16 stark 0,16 stark 
0,18) mittel 0,18 r 
O25fetark 0,255 Schwach 
0,31 sehr 0,31 sehr 
schwach schwach 


0,00 positiv 0,00 positiv 

0,01 schwach 0,01 schwach 
positiv positiv 

alle anderen Fraktionen negativ 





Vergirung von Fraktion Rp 


0,16 (Galaktose) mit an D-Ga- 
laktose gew6hnter Bierhefe 





vergirbar zu etwa 85% 


Zusammenfassung 





praktisch nicht vergiirbar 


In der EiweiBdriise der eingedeckelten Weinbergschnecke sind neben 
dem echten Galaktogen verschiedene Polysaccharid-Proteide nachweis- 
bar. Aus dem Gemisch dieser wurde ein Polysaccharidgemisch dargestellt, 
dessen Eigenschaften im Vergleich mit Galaktogen untersucht wurden. 
Im Polysaccharidgemisch findet sich besonders viel L-Galaktose und auch 
in geringerer Menge Glucose, die bisher in den Polysacchariden der 
EiweiBdriise nicht gefunden wurde. 
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Summary 


A number of polysaccharide proteins in addition to galactogen have 
been detected in the albumin gland of the Roman snail Helix pomatia. 
A polysaccharide mixture was obtained from the mixed polysaccharide 
proteins and its properties compared with those of galactogen. The poly. 
saccharide mixture contains a large proportion of L-galactose and a 
smaller proportion of glucose, the latter not having been previously 
detected in the polysaccharides of the albumin gland. 
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Die Polysaccharide der Weinbergschnecke II 


Die Mucin-Polysaccharide der Eiweifdriise 
1. Mitteil.: Die Identitat von Galaktogen und Sinistrin 
Von 
M. Geldmacher-Mallinckrodt und F. May 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen, Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1956) 


Landwehr! isolierte 1882 aus Weinbergschnecken ein Kohlen- 
hydrat, das durch die Fermente des Speichels gespalten wurde, Kupfer- 
oxyd mit blauer Farbe loste und dieses beim Kochen nicht reduzierte. 
Mit Jod war es nicht anfarbbar, daher wurde es Achroglykogen genannt. 
Angaben iiber die Art des gebundenen Zuckers machte Landwehr nicht. 
Echtes Glykogen konnte er nicht nachweisen. 

Hammarsten? fand 1885 bei der Darstellung der EiweiBdriisen- 
mucine von Helix pomatia ein Kohlenhydrat, das ebenfalls keine Jod- 
reaktion gab und mit alkalischem Kupfersulfat analog zu den Land- 
wehrschen Beobachtungen in der Hitze nicht reagierte, jedoch von 
Speichelfermenten nicht angegriffen wurde. Wegen seiner Linksdrehung 
wurde es Sinistrin genannt. Es wurde aber weder die Drehung exakt 
bestimmt noch etwas ausgesagt tiber die Art des gebundenen Zuckers 
und iiber die Tatsache, daB es sich um ein Polysaccharid handelte. 

Bei seinen Untersuchungen iiber die Polysaccharide der Heliciden 
erhielt Levene*® 1925 ein in Wasser unvollstandig losliches Pulver, das 
ebenfalls keine Jodreaktion gab. Die Lésung zeigte Opalescenz und war 
inaktiv oder rechtsdrehend. Nach der Hydrolyse hat er Galaktose nach- 
gewiesen. 

May isolierte 1930 groBe Mengen der Polysaccharide der Weinberg- 
schnecken und trennte das Gemisch einerseits durch Verspeichelung der 
Glykogenkomponente‘*, andererseits mit alkalischer Kupferlésung®, die 
im Gegensatz zu den oben beschriebenen Beobachtungen das fragliche 
Polysaccharid sowohl in der Kalte als auch in der Hitze fallte. Er be- 
zeichnete die Substanz als Galaktogen, da sie nur Galaktose enthielt, 
und betrachtete damals das erhaltene Polysaccharid als vollig rein. 


1 H. A. Landwehr, diese Z. 6, 74 [1882]. 
2 O. Hammarsten, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 36, 432 
P 


3 P, A. Levene, J. biol. Chemistry 65, 683 [1925]. 
4 F May, Z. Biol. 91, 215 [1931], 
°F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 
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Spater® isolierte er aber aus seinem Galaktogen noch ein weiteres 
Polysaccharid mit stirkerer Linksdrehung, Nichtfallbarkeit durch Kup. 
ferlauge sowie anderen abweichenden Eigenschaften, das sich sicher von 
den bisher beschriebenen unterschied. Die Untersuchung der letzteren 
Substanz ist bisher in der Literatur nicht erneut aufgenommen worden. 

Um Klarheit iiber die offensichtlich verschiedenen Polysaccharide 
in der Weinbergschnecke zu erhalten, wurde die Isolierung der Mucine 
nach Hammarsten erneut aufgenommen. (Da das Hammarstensche Sini- 
strin nach seinen Angaben nicht mit Kupferlauge fallbar ist, glaubten 
wir zunachst, daB es sich hierbei um das stark links drehende Polysac. 
charid von May handeln kénnte, um so mehr, als Hammarsten nur sehr 
geringe Mengen seiner Substanz in Handen hatte.) 

Das Nacharbeiten der Hammarstenschen Versuche ist jedoch 
schwierig, da seine Zeit- und Mengenangaben einen relativ groBen Spiel- 
raum zulassen. Wir haben aber trotzdem seinen Weg beschritten, um 
endlich ein klares Bild von dem Hammarstenschen Sinistrin zu _be- 
kommen. 


Darstellung von Sinistrin nach Hammarsten 


a) Herstellung der Mucinlésung: Als Ausgangsmaterial dienten 250 ein. 
gedeckelte Weinbergschnecken, die Anfang April verarbeitet wurden. Nach Ent- 
fernung des Schneckenhauses wurden die EiweiBdriisen aufgesucht und nur ver- 
wendet, wenn sie nicht klein und braun, sondern gréBer und hellgelb waren. Die 
hellen Driisen von 100 Tieren, zusammen etwa 40 g, wurden sofort nach der Ent- 
nahme in einer eisgekiihlten Reibschale mit feinem Seesand verrieben. Nach Zugabe 
der letzten Driise wurde noch 10 Min. weiter gerieben und nun die entstandene 
breiige Masse mit eiskaltem dest. Wasser versetzt und verriihrt. Nachdem sich 
der Sand abgesetzt hatte, wurde die iiberstehende milchige Lésung abgegossen 
und der Driisenbrei so lange mit Wasser versetzt und auf die gleiche Weise aus- 
gewaschen, bis 5 ccm der zuletzt dekantierten filtrierten Lésung beim Versetzen 
mit einem Tropfen Eisessig keine Triibung mehr ergaben, also kein Mucin mehr 
enthielten. 

Da ein Vorversuch zeigte, da8 selbst der stark verdiinnte Driisenextrakt 
schwer filtrierbar war, und wir eine lange dauernde Filtration wegen der Gefahr 
einer unkontrollierbaren Zersetzung fiirchteten, wurde die waBrige Lésung nun 
abweichend von Hammarstens Vorschrift bei 3000 U./Min. zentrifugiert. 

Um jeglichen Verlust an Polysaccharid bei der Aufarbeitung der Eiwei8- 
driisen auszuschalten, wurde nach der oben beschriebenen vollstandigen Mucin- 
extraktion der sandige Extraktionsriickstand mit 10-proz. Kalilauge 2 Stdn. im 
siedenden Wasserbad erhitzt, und auf Polysaccharid gesondert aufgearbeitet. Der 
Riickstand erwies sich als frei von Polysaccharid. 

Zum waB6r. zentrifugierten Extrakt der EiweiS8driisen wurde unter Riihren 
1/,9 des Volumens an 10-proz. Essigsiure zugesetzt, worauf der weiBflockige 
Niederschlag von Mucin ausfiel, der durch Zentrifugieren leicht abgetrennt und 
zweimal mit Wasser gewaschen werden konnte. Die bei starkerer Verdiinnung 
klare, in héherer Konzentration leicht milchige iiberstehende Lésung wurde mit 
dem Waschwasser vereinigt und fiir eine weitere Untersuchung zurickgestellt’. 

In dem Mucinniederschlag konnten in Ubereinstimmung mit Hammarsten 
unterm Mikroskop Zellen oder Kernsubstanz auch nach Anfarbung nicht nach- 


6 F. May u. L. Stadelmann, Z. Biol. 99, 462 [1939]. 
7M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 307, 179 [1957], 
vcrstehend. 
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gewiesen werden. Das Mucin loste sich in Wasser bei Zusatz von soviel NaOH, 
da8 der po-Wert etwa 6,5 betrug, zu einer undurchsichtigen schmutziggrauen 
Lésung, aus der sich beim Zentrifugieren nur wenig Niederschlag von gleicher 
Farbe abschied. Nach dreimaliger Umfallung bei 1% Essigsiurekonzentration 
und jeweiligem Lésen bei py 6,5 war die Lésung noch immer unverandert triibe 
und schied beim Zentrifugieren immer wieder in geringer Menge den zihen grauen 
Niederschlag ab. 

Da Hammarsten sich nicht weiter zu der Reinigung einer konzentrierten 
Lésung seines Mucins auBert, muBten wir diese nach eigenem Gutdiinken ver- 
folgen. — Zunachst wurde versucht, die Lésung durch Filtrieren zu klaren. Ein 
weitporiges Filter lieB die Lésung triib durchlaufen. Durch ein hartes Filter lief 
sie zu langsam, das Filtrat war aber praktisch klar und man konnte darin durch 
Essigsiurezusatz wieder den weiBen, flockigen Mucinniederschlag erhalten. Fir 
die Gesamtmenge war aber ein solches Vorgehen zeitraubend, und es bestand 
wieder die Gefahr einer unkontrollierbaren Zersetzung. Deshalb wurde versucht, 
die Lésung durch Zentrifugieren bei 12500 U./Min. wahrend 30 Min. zu klaren. 
Dabei erhielt man eine durchsichtige, helle, schwach opalescente Liésung, die jetzt 
mit der von Hammarsten beschriebenen iibereinstimmen diirfte, und einen gut 
abgetrennten, zihen grauen Niederschlag. 

Der graue mit Wasser ausgewaschene Niederschlag zeigte, in einer Probe 
nach Feulgen® angefarbt, unter dem Mikroskop keine ganzen Kerne, wohl aber 
Formelemente, die als Kerntriimmer angesehen werden konnten, sowie in gréBerer 
Menge diffus verteilte, nicht mehr korpuskular erkennbare Kernmassen. 


Ein Hydrolyseversuch in 2,5-proz. Schwefelsaure fiihrte auch nach 12stdg. 
Erhitzen nicht zu einer merklichen Lésung. Die Fehlingsche Probe war danach 
negativ. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde der graue Niederschlag verworfen und 
nicht weiter untersucht. 


Mit der leicht opalescenten Lésung, die das Mucin von etwa 40g FiweiB- 
driisen quantitativ gelést enthielt, wurden zur Kontrolle die von Hammarsten 
angegebenen qualitativen Reaktionen durchgefiihrt. 

In Ubereinstimmung mit seinen Angaben gerann z. B. die noch schwach 
saure (py 6,5) Lésung beim Erhitzen nicht, lieferte beim Versetzen mit Essigsiure 
einen im SaureiiberschuB unléslichen Niederschlag und gab eine positive Millon- 
sche Probe mit reichlicher Fallung. 

Die Trommersche Probe war mit der Mucinlésung negativ. Nach 3 Min. 
langem Kochen mit 2-proz. Schwefelsiure war, im Gegensatz zu Hammarstens 
Angaben, keine positive Reduktionsprobe zu erhalten, erst die Anwendung von 
20-proz. Schwefelsiure fiihrte zu einem stark positiven Ausfall der Reaktion. 


Darstellung des Sinistrins: 50 ccm der Mucinlésung, entspr. 10 g EiweiB- 
driisen, wurden nun mit 5 g KOH versetzt und 12 Tage sich selbst iiberlassen, 
danach mit Salzsiure neutralisiert und von einem geringen Niederschlag ab- 
zentrifugiert. Die iiberstehende leicht opalisierende Lésung wurde mit Salzsaiure 
und Quecksilberjodid-Jodkali enteiweiBt; anschlieBend wurde das Sinistrin mit 
Alkohol ausgefallt. Die Reinigung erfolgte genau nach Hammarstens Angaben 
durch einmaliges Umfallen aus saurer und dreimaliges Umfallen aus neutraler 
Lésung mit dem 2%-fachen Uberschu8 an Alkohol. Zum SchluB war das Sinistrin 
so rein, daB es nach dem Versetzen mit Alkohol erst auf NaCl-Zusatz ausfiel. 
(Vielleicht ist dadurch Hammarstens geringe Ausbeute zu erklaren, da seinerzeit 
der NaCl-Zusatz beim Ausfallen hochgereinigter Polysaccharide noch nicht be- 
kannt war.) Auf diese Weise konnten nach Waschen mit Alkohol und Ather und 
Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei 110° 1,05¢g tierisches Sinistrin als schwach 
gelb gefarbtes, mehlartiges Pulver gewonnen werden. 


8 R. Feulgen, Die Nuclealfarbung im: Handb. d. biol. Arbeitsmethoden 
her. von Abderhalden, Lieferung 213, S. 1053—1073. 
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Qualitative Untersuchung von Sinistrin 

a) ungespaltenes Sinistrin 

Priifung auf Stickstoff: Die Substanz erwies sich bei Priifung auf Stick- 
stoff nach Lassaigne als stickstoffrei. 

Loéslichkeit: In Wasser war Sinistrin leicht mit starker Opalescenz léslich, 
ahnlich Glykogen. Damit unterscheidet es sich von Mays Galaktogen, das mit 
Wasser eine nur auBerst schwach opalescente Lésung liefert. 

Verspeichelung®: 4mal je 100 Sinistrin und zum Vergleich je 100 y 
Galaktogen wurden in waBr. Lésung als Tropfen auf Filtrierpapier aufgebracht, 
angetrocknet, mit frischem, zentrifugiertem menschlichem Speichel bespriiht und 
bei 37° in wasserdampfgesattigter Atmosphire bebriitet. Nach 30 Min., 1 Stde., 
2 Stdn. und 17 Stdn. wurde je ein Streifen mit 100 y Sinistrin und 100 y Galaktogen 
aus dem Brutschrank genommen, getrocknet und mit Benzidin!® entwickelt. Bei 
Glykogen, das zur Kontrolle des Speichels mitgefiihrt worden war, trat in jedem 
Falle eine Braunfarbung durch abgespaltene Glucose ein, wahrend die Sinistrin- 
und Galaktogenflecken nicht angefirbt wurden. Sinistrin wird also, ebenso wie 
Galaktogen, von menschlichem Speichel nicht angegriffen. 


Start 
1 





Abb. 1. Elektropherogramm von Sinistrin 
7 500 y: 1. in Mischung mit 500 y Galak- 
© togen, 2.in Mischung mit 500 y Glykogen; 

a = Sinistrin, b = Glykogen. 

















ab 


Reaktion mit Kupfersulfat und Kalilauge: lccm einer 1-proz. 
Sinistrinlésung ergab nach Versetzen mit 0,2 ccm 10-proz. CuSO,-Lésung und 
5 ccm 40-proz. Kalilauge eine tiefblaue Lésung, aus der sich beim Erhitzen, im 
Gegensatz zu den Angaben von Hammarsten, sofort ein flockiger, hellblauer 
Niederschlag abschied. Dieser Niederschlag lieferte nach griindlichem Auswaschen 
und Invertierung eine positive Trommersche Probe. — Die Reaktion ist so 
empfindlich und der hellblaue Niederschlag so auffallend, daB es unverstindlich 
bleibt, daB Hammarsten sie mit dem von ihm dargestellten Sinistrin nicht 
erhalten hat. 

Elektrophorese, Chromatographie: Die Elektrophorese wurde durch- 
gefihrt auf Papier Schleicher & Schill Nr. 2043a, bei 220 V und 7° in einem 
Veronal-Natriumacetat-Puffer vom px 8,7, « = 0,075 (7,358 g Veronal-Natrium, 
4,858 g Natriumacetat -3H,O und 45 ccm n/10-HCl ad 1000 mit aqua bidest.) 
und dauerte 4 Stunden. Der Start lag anodennah. 

Aufgetragen wurde auf zwei Streifen 

1. eine Mischung von 500 y Sinistrin und 500 y Galaktogen (Abb. 1, Nr. 1) 

2. eine Mischung von 500 y Sinistrin und 500 y Glykogen (Abb. 1, Nr. 2) 

Die mit Perjodséure-Parafuchsin’ entwickelten Pherogramme gibt Abb. 1 
wieder. Sie zeigen, daB Sinistrin elektrophoretisch zusammen mit Galaktogen 
wandert (Nr. 1, nur eine Polysaccharidzone), und wie dieses im Vergleich zu dem 
elektroneutralen Glykogen eine zur Anode gerichtete Wanderungstendenz hat 
(Nr. 2, Glykogen als elektroneutrale Vergleichssubstanz). 

Tm absteigenden Chromatogramm auf Papier Schleicher & Schill Nr. 2043b, 
mit Eisessig-Butanol-Wasser 1:4:5 iiber 96 Stdn. blieb Sinistrin ebenso wie 
Galaktogen am Start liegen und wanderte nicht. 

b) Sinistrin-Hydrolysat 

Zur Hydrolyse wurden 20 mg Sinistrin mit 7 ccm 2,5-proz. H,SO, 4 Stdn. 
unter RiickfluB im siedenden Wasserbad erhitzt. Die abgekiihlte Losung wurde 


"9 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. H. Weinland, diese Z. 292, 66 [1953]. 
10 F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim 1953, S. 70. 
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mit Bariumcarbonat eben neutralisiert und der entstehende Niederschlag ab- 
zentrifugiert und 3mal mit Wasser ausgewaschen. Die vereinigten iiberstehenden 
Lésungen wurden auf dem siedenden Wasserbad auf 0,5 ccm eingeengt und an- 
schlieBend noch einmal zentrifugiert. 

Vergarung mit Backerhefe: Je 100 y Sinistrin-Hydrolysat wurden in 
Lésung auf Filtrierpapier aufgetragen, angetrocknet, beidseitig mit einer 20-proz. 
Suspension von Backerhefe bespriiht, die 20 Tage gehungert hatte, und in wasser- 
dampfgesattigter Atmosphare bei 37° bebriitet!4. Unmittelbar nach der Hefe- 
bespriihung und nach 30 Min., 1 Stde., 2 Stdn. und 17 Stdn. wurde jeweils ein 
Streifen des Filtrierpapiers an einer Auftragsstelle abgeschnitten, getrocknet und 
mit Benzidin entwickelt. Die Abnahme der Farbintensitat an der Auftragstelle lieB 
sodann den Verlauf der Vergarung leicht feststellen. 

Es zeigte sich nach 30 Min. nur eine unwesentliche Abnahme der Farbinten- 
sitat gegeniiber dem direkt nach der Hefebespriihung entwickelten Streifen. Nach 
1Stde. hatte die mit Benzidin nachweisbare Zuckermenge bereits abgenommen, 











0 0 2 0 60 LStin 3 # d 6 7 i Ig 23 23 Stan. 


Garzeit-~ 
Abb. 2. Vergarung von je 50 y p-Glucose, p- und t-Galaktose mit Backerhefe: 
1. p-Glucose, 2. p-Galaktose, 3. L-Galaktose. 


anderte sich nach 2 Stdn. nicht weiter, war aber nach 17 Stdn. vollig verschwunden. 
(Zur Kontrolle der Hefe waren je 100 y Glucose mitgefiihrt und jeweils glatt 
vergoren worden.) 

Dieser Befund kann in Ubereinstimmung mit den Angaben von 
Hammarsten gebracht werden, der bei seinem Sinistrin-Hydrolysat erst 
nach einer von ihm nicht genau gegebenen Anpassungszeit der Hefe die 
Garung eintreten sah und den Eindruck hatte, daB Sinistrin eine wenig- 
stens in kiirzeren Zeitriéumen nicht vergirbare Komponente enthilt. 

Dieser gemeinsame Befund 1aBt sich erklaren, wenn man annimmt, 
da8 Sinistrin ebenso wie Galaktogen neben D-Galaktose auch L-Galak- 
tose enthalt. Nach Untersuchungen von H. Weinland und F. May"! 
greift Backerhefe D-Galaktose erst nach einer Anpassungszeit von etwa 
1 Stde. an, nach 2 Stdn. ist ein groBer Teil der D-Galaktose bereits ver- 
goren. Da die Zeit bis zur vélligen Vergirung von D-Galaktose sowie 
das Verhalten von L-Galaktose gegeniiber Bickerhefe bisher noch nicht 
verfolgt wurden, muBte diese Frage noch gesondert untersucht werden. 

Vergarung von D- und L-Galaktose mit Bickerhefe: Hierzu wurden 
l5mal je 50 y p-Glucose, p-Galaktose und L-Galaktose in Lésung auf Filtrier- 
papier aufgetragen, angetrocknet, mit einer 20-proz. waBrigen Suspension von 
gewaschener Backerhefe, die 20 Tage gehungert hatte, beidseitig bespriht und 
bei 37° in wasserdampfgesattigter Atmosphiare bebriitet. Nach 0, 10, 20, 40, 60 Min. 
und nach 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, und 23 Stdn. wurde jeweils ein Streifen entnommen, 


getrocknet und mit Benzidin entwickelt. 


 H. Weinland u. F. May, diese Z. 298, 153 [1953]. 


13* 
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p-Glucose war in Ubereinstimmung mit den oben genannten Versuchen 
bereits nach 20 Min. véllig vergoren (Abb. 2, Nr. 1). 

pD-Galaktose wurde wahrend der ersten 60 Min. nicht angegriffen (An- 
passungszeit), nach 2Stdn. war aber nur noch ein geringer Rest vorhanden, 
wahrend nach 4 Stdn. keinerlei p-Galaktose mehr nachgewiesen werden konnte 
(Abb. 2, Nr. 2). 

L-Galaktose wurde erst nach etwa 5 Stdn. langsam vergoren. Nach 9 Stdn, 
waren noch betrachtliche Mengen t-Galaktose vorhanden, nach 23 Stdn. war sie 
jedoch vollig vergoren (Abb. 2, Nr. 3). 


Obwohl Hammarsten von der Existenz der D- und L-Galaktose 
nichts wuBte, so sind doch die Beobachtungen iiber seine Garversuche 
von so klassischer Exaktheit, daB wir sie hier wértlich anfihren méchten: 


»,Mit Hefe tritt eine unzweifelhafte Girung ein; aber diese Garung scheint 
nicht sogleich, sondern erst nachdem die Lésung einige Zeit bei etwa 40° gestanden 
hat, stattzufinden. .... Die Garungsfahigkeit des fraglichen Zuckers scheint mir 
also ganz unzweifelhaft zu sein, und wenn die Garung einmal angefangen hat, geht 
sie ziemlich rasch vonstatten. Bei einem Vergleich der gebildeten Kohlensaure- 
menge mit der Menge des gelésten Zuckers, scheint es mir doch etwas zweifelhaft, 
ob es hier nur um einen garungsfaihigen Zucker, oder um ein Gemenge von zwei 
Zuckerarten, einem garungsfahigen und einem nichtgarungsfahigen, sich handele.“ 

Unter dem garungsfahigen Zucker ist hier D-Galaktose, unter dem 
nicht gérungsfaihigen die erst nach langerer Zeit vergirbare L-Galaktose 
zu verstehen. 

Elektrophorese des Hydrolysates: Die Elektrophorese erfolgte unter 
den gleichen Bedingungen wie fiir das Sinistrin angegeben, nur wurde in einem 
Puffer vom px 9,3 (10,465 g Veronal-Natrium, 6,909 g Natriumacetat und 24,00 ccm 
n/10-HCl wurden mit bidest. Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt), 1 = 0,1, und mit 
einer Elektrophoresedauer von 8 Stdn. gearbeitet. Zur Elektrophorese wurden 
3 mg aufgetragen. Die fertigen Streifen wurden mit Benzidin entwickelt. 
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Abb. 3. Elektropherogramm von 3 mg 

Sinistrin-Hydrolysat (2) und 3 mg Galak- 

© | togenhydrolysat (1); I = elektroneutrale 

Zone, II und III = elektronegative 
Zonen. 
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Nach der Entwicklung zeigte das Elektropherogramm des Sinistrin-Hydroly- 
sates (Abb. 3, Nr. 2) qualitativ in gleicher Héhe liegende Ablagerungsstellen wie 
ein unter den gleichen Bedingungen gewonnenes Galaktogen-Hydrolysat (Abb. 3, 
Nr. 1), namlich eine breite Zone (1) mit dem Gemisch aller elektroneutralen Saccha- 
ride und zwei weiter anodenwarts gelegene Zonen, von denen die starker elektro- 
negative (III) bei Sinistrin intensiver ist als II, wahrend beim Galaktogen die 
Zonen II und III gleich intensiv erscheinen. Die Unterschiede miissen durch die 
verschiedene Darstellung bedingt sein, sie wiirden ausdriicken, daB im Galaktogen 
die Menge an Phosphorsaureestern!? etwas geringer ist. 

Chromatogramm des Hydrolysates: Die chromatographische Unter- 
suchung erfolgte unter denselben Bedingungen wie fiir Sinistrin angegeben. Auf- 
getragen wurden 500 y als Flecken. Nach der Entwicklung mit Benzidin waren 
Substanzen mit den folgenden Ry-Werten festzustellen (Abb. 4, Nr. 1): 

0,00 0,01 0,025 0,16 


12 H. Weinland, diese Z. 806, 57 | 1956). 
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Abb. 4. Chromatogramm des Sinistrin-Hydroly- me | Fructose 
sates: 1: 500 y Sinistrin-Hydrolysat, 2: je 80 y ie al | Glucose 
Galaktose, Glucose, Fructose, Arabinose, Xylose + Ob) @® Golok tose 
als Vergleichssubstanzen. 
ls 
= 
+ Fae ae Stort 


(Die Ry-Werte wurden berechnet mit Galaktose [Abb. 4, Nr. 2] als Bezugs- 
substanz, deren Ry-Wert = 0,16 gesetzt wurde.) 

AuBerdem zeigten sich im Chromatogramm des Hydrolysates noch zwei 
schwache, aber deutlich sichtbare Ablagerungsstellen, die in der photographischen 
Abbildung nicht mehr wiederzugeben waren. Sie lagen, verglichen mit den Zuckern 
des Kontrollstreifens, etwa in Héhe der Fructose bzw. etwas oberhalb der Xylose. 
Damit soll nicht gesagt sein, da es sich bei einer der Ablagerungen um Fructose 
handelt, die beiden Substanzen bleiben zunachst unbekannt. 

Dieselben Zonen wurden auch bei der chromatographischen Auftrennung 
von Galaktogen-Hydrolysat, das unter den gleichen Bedingungen gewonnen und 
in derselben Konzentration aufgetragen wurde, erhalten. Allerdings sind hier die 
beiden Ablagerungen in Fructosehéhe bzw. oberhalb von Xylose fast nicht mehr 
wahrnehmbar. 

Phosphatnachweis im Chromatogramm des Hydrolysates: Ein 
parallel mitlaufender, noch nicht mit Benzidin entwickelter Chromatogramm- 
streifen, auf dessen Startpunkt etwa 1500 y Sinistrin-Hydrolysat aufgetragen 
worden waren, wurde nach Hanes-Isherwood!* auf Phosphat entwickelt. 
Dabei zeigte sich eine deutlich positive Reaktion (Blaufarbung) im Bereich der 
Auftragsstelle sowie bei Ry 0,01. Die tibrigen Fraktionen waren phosphaifrei. 
Das gleiche Ergebnis konnte mit dem Chromatogramm des Galaktogen-Hydroly- 
sates gewonnen werden. 

Vergaérung im Chromatogramm des Hydrolysates: Ein weiterer, 
noch nicht mit Benzidin entwickelter Chromatogrammstreifen, auf dessen Start- 
punkt etwa 160 y Sinistrin-Hydrolysat aufgetragen worden waren, wurde nach 
Beendigung der chromatographischen Auftrennung getrocknet, mit einer 20-proz. 
Suspension von an D-Galaktose gewohnter Bierhefe'* doppelseitig bespriiht und 
3Stdn. in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37° bebriitet. Wahrend dieser 
Zeit hatte dieselbe Hefe 160 y p-Galaktose vollstandig vergoren (Abb. 5, Nr. 2). 
Nach der Entwicklung mit Benzidin war zu erkennen, daB die Fraktion mit dem 














& Be | Caltktose 
* (k ~016) 
Abb. 5. Vergirung mit an p-Galaktose ge- 
Start wohnter Bierhefe im Chromatogramm des 
7 Boe ¢ Sinistrin-Hydrolysates: 
1. 160 y p-Galaktose, direkt mit Benzidin entwickelt 
2. 160 y p-Galaktose 3 Stdn. vergoren, dann mit Benzidin 
3. 160 y Sinistrin-Hydrolysat entwickelt 


4. 160 y Sinistrin-Hydrolysat, direkt mit Benzidin entwickelt. 


18 C. 8. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
14 R. Nilson in: Die Methoden der Fermentforschung (E. Bamann u. 
K. Myrback) II, 1294 (Leipzig 1941). 
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Ry-Wert 0,16, also Galaktose, nicht véllig vergoren war (Abb. 5, Nr. 3). Dieser 
Befund beweist, ebenso wie das Ergebnis der Vergirung des nicht aufgetrennten 
Hydrolysates mit Backerhefe, die Anwesenheit vonL-Galaktoseim Sinistrin. 

Derselbe Versuch mit einem Chromatogramm des Galaktogen-Hydrolysates 
fiihrt zu dem gleichen Ergebnis. Aus Galaktogen ist die L-Galaktose bereits sicher 
nachgewiesen und isoliert worden!'. 


Quantitative Untersuchungen 


Zur Herstellung der Ausgangslésung wurden 0,195 g des bei 110° gewichts. 
konstant getrockneten Sinistrins im 10-cem-MeBkolben mit dest. Wasser unter 
leichtem Erwarmen gelést und bis zur Marke aufgefillt. Die auch nach Zentri- 
fugieren stark .opalisierende leicht gelbliche Lésung wurde fir die folgenden 
Untersuchungen verwendet. 

Bestimmung von Trockengewicht, Wassergehalt, Zersetzungs- 
temperatur und Asche: 4 ccm der Ausgangslésung wurden in einem Quarztiegel 
unter 18 Torr bei Zimmertemperatur vorsichtig eingedampft und im Trocken- 
schrank zunickst bei 110°, dann in Abstainden von je 10°, zuletzt bei 200° bis je- 
weils zur Gewichtskonstanz getrocknet. Bei 110° wog die Substanz 0,0772 g. Die 
Zersetzungstemperatur des Sinistrins liegt etwa bei 160—170°. 

Aschegehalt: Die Substanz wurde schlieBlich bei dunkler Rotglut verascht, 
wobei 0,00220 g Asche iibrig blieben, das sind 2,6% der bei 110° konstant ge- 
trockneten Substanz. 

Bestimmung der Drehung der Ausgangslésung: Die Ausgangsloésung 
enthielt 0,1875 g als aschefrei berechnet in 10 ccm. Die mittlere Drehung im 10-cm- 
Rohr betrug —0,35°. Setzt man voraus, daf die Substanz keine Verunreinigungen 
enthielt, so ergibt sich die spezif. Drehung zu [«]):—18,7°. 

Invertierung der Ausgangslésung: 4 ccm der Ausgangslésung wurden 
mit 4 ccm 5-proz. Schwefelséure versetzt, im siedenden Wasserbad 4 Stdn. unter 


RiickfluB erhitzt und nach dem Erkalten durch Zugabe von Natronlauge genau} 


neutralisiert. Nach Einengen auf die Halfte unter 15 Torr bei Zimmertemperatur 
wurde die Lésung quantitativ in einen 10-ccm-MeBkolben iiberfiihrt und bis zur 
Marke aufgefiillt. 


Polarisation der invertierten Lésung: Nach vorherigem Zentrifugieren| 


der schwach gelben durchsichtigen Lésung erhielt man im 10-cm-Rohr eine Drehung 
von + 0,46°. 

Bestimmung des Reduktionswertes der invertierten Lésung 
a) nach Macleod-Robison!®: 1 ccm der 1:10 verdiinnten polarisierten Lésung 
verbrauchte im Mittel 1,78 ccm n/200-J,. Entsprechend der Gleichung 


R-CHO + J, + 3 NaOH = RCOO-Na + 2 NaJ + 2H,O 


errechnen sich daraus 0,802 mg Hexose in ] ccm. 
b) nachSomogyi!’: Bei dieser Methode wird die Zuckerlésung mit seignette- 


saF Qa 


n/' 





salzhaltiger alkalischer Kupfersulfatlésung erhitzt, das sich bildende = Tl 


anschlieBend mit einer bekannten Menge Jod entsprechend der Gleichung 
2Cu® + J. = 2Cu” + 2J° 


umgesetzt und der Jodiiberschu8 mit Natriumthiosulfat zuriicktitriert. Die Aus.) 


wertung der Analysenergebnisse erfolgt nach einer empirisch aufgestellten Tabelle. 


Da in der Originalarbeit nur die fiir Glucose giiltige Tabelle mitgeteilt ist, 
muBte zunachst eine Tabelle zur Berechnung der Galaktosemenge aufgestelli 








15 F, May u. H. Weinland, diese Z. 296, 154 [1954]. 
16 M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 





17 H. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 61 [1945]. 
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a werden. Unter denselben Bedingungen wie fiir die Glucosebestimmung waren fiir 
‘nin Galaktose die erhaltenen Werte erst nach einer Erhitzungsdauer von 30 Min. 

ued é konstant. Mit einer Galaktoselésung von bekanntem Gehalt konnten die folgenden 
y cher | Werte erhalten werden: 


mg Galaktose 0,25 0,50 1,00 2,00 
ccm n/200-Cu® 1,50 2,95 6,12 12,25 


1 ccm der 1:10 verdiinnten polarisierten Lésung entsprach im Mittel 4,62 cem 
vichts- — n/200-Cu®; Garaus errechnet sich eine Galaktosemenge von 0,75 mg in 1 ccm. 
unter 
ae Auswertung der Analysen 
Die spezif. Drehung der nicht invertierten Substanz hatte sich zu 
ungs-F [x}p: — 18,7° ergeben. 

oe Die spezif. Drehung der invertierten Substanz liegt, wenn man die 
bis je-} Bestimmung des Reduktionswertes nach Somogyi zugrunde legt, bei 
g. Die} [~]p: + 61,3°, bei Zugrundelegen des Reduktionswertes nach Macleod- 
Robison errechnet sich [«]p zu: + 57,5°. 

-ascht, Der nur geringe Unterschied zwischen den nach Macleod-Robi- 
nt g@} son und Somogyi erhaltenen Reduktionswerten zeigt, daB Sinistrin 


ounk praktisch nur aus Aldosen (Galaktose) aufgebaut ist und keine Ketosen 


10-cm- enthalt. 

ungen Darstellung von Sinistrin 

_s durch Verkochen der Mucinlésung mit Alkali 

unter Um einen eventuellen EinfluB des Verkochens mit Lauge festzustellen, 


genau} wurden 150 mi der gereinigten Mucinlésung aus der Darstellung nach Hammar- 
eratur} sten mit 15 g KOH versetzt und 2 Stdn. im siedenden Wasserbad gekocht. Nach 
yis zur} je zweimaligem Umfallen aus alkalischer, saurer und neutraler Lésung mit 2% Vol. 
Alkohol wurden so 3,1 g Polysaccharid gewonnen. Dieses glich in seinen Eigen- 
gieren| Schaften und Reaktionen bis auf die folgenden Abweichungen véllig dem nach 
ehung) Hammarsten gewonnenen Sinistrin: 

Léslichkeit: Die Substanz léste sich schwer und erst nach langerem Ver- 
ssung| Weilen im siedenden Wasserbad vollstandig in Wasser. 

sung Asche: Die Substanz hatte einen Aschegehalt von 3,08%. 

Die spezif. Drehung der nicht invertierten, gewichtskonstanten und 
aschefreien Substanz lag bei —15,0°, nach Saurehydrolyse, ausgefiihrt wie oben, 
ergab sich eine epezif. Drehung von +-58,5° (Somogyi) bzw. +56,3° (Macleod). 
Die Unterschiede bei den beiden Darstellungen sind geringfiigig. 
sete Nach den vorliegenden Untersuchungen bestehen zwischen dem 
ian nach Hammarsten dargestellten Sinistrin und dem Galaktogen, das 

/ durch Verkochen der EiweiBdriisen von Helix pomatia gewonnen wurde, 

'weder chemisch noch physikalisch Unterschiede bei qualitativer und 
Fem quantitativer Untersuchung, um so mehr, als durch diese Arbeit 
om sat ll Hammarstens Angabe iiber das Verhalten seines Sinistrinpraparates 
 ctelk Segentiber alkalischer Kupfersulfatlésung korrigiert werden konnte. 
; Die gute Ubereinstimmung sagt noch nichts dariiber aus, inwieweit 

Sinistrin und Galaktogen wirklich reine und einheitliche Polysaccharide, 
'd. h. auch von geringfiigigen Beimischungen anderer Polysaccharide frei 
sind. 
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Auch in dieser Frage konnte durch die vorliegenden Untersuchungen 
bereits ein Anhaltspunkt gewonnen werden. Eine Priifung der leicht opa- 
lisierenden tiberstehenden Lésung nach Ausfallung und Abtrennung des por 





Hammarstenschen Mucins durch Essigsiure zeigte, daB in der Lésung ma 
ein durch Essigsiure nicht fallbares Gemisch von Polysaccharid-Pro- lae 
teiden enthalten ist, aus denen sich die Polysaccharide durch Kochen mit ide 
Lauge darstellen lassen’. Diese haben vom Galaktogen abweichende pre 
Eigenschaften. Am auffallendsten ist ihr hoher Gehalt an L-Galaktose Jf jo; 
sowie, wenn auch in geringer Menge, von Glucose nach Hydrolyse, auBer- ap] 


dem ihre Nichtfallbarkeit durch Kupferlauge, die hier tatsaichlich auf- atic 
tritt. Gegen Speichel verhalten sich diese Polysaccharide wie Galaktogen, 
sie werden nicht angegriffen. Beim Verkochen mit Lauge sind sie stabil 
und k6énnen demnach mit Alkohol ausgefallt werden. 

Man darf sicher annehmen, da in Galaktogenpraparaten, die durch 
Verkochen der EiweiBdriisen mit Lauge und. anschlieBender Alkohol- 
fallung gewonnen wurden, dieses Polysaccharidgemisch immer als Ver- 
unreinigung mitliuft oder auch, daB die Polysaccharide aus den oben 
genannten Polysaccharid-Proteiden mit Galaktogen verunreinigt sein 
k6énnen, wenn die Mucine nicht quantitativ entfernt wurden. 

May hat offensichtlich bewuBt bei seinen Galaktogenpraparaten 
durch viele -saure Alkoholfallungen und Auftrennung mit Kupferlauge 
dieses Polysaccharidgemisch weitgehend entfernt, da er nach Absetzen 
des Galaktogens aus den sauren Alkoholfraktionen ein Polysaccharid iso- 
lieren konnte, das viel starker links drehte als Galaktogen, und das durch 
Kupferlauge nicht fallbar war*. Inwieweit dieses von May isolierte Poly- 
saccharid mit dem aus den Polysaccharid-Proteiden gewonnenen iden- 
tisch ist oder ob es sich bei seinem Polysaccharid um eine bestimmte 
Fraktion des hier vorliegenden Gemisches handelt, miissen weitere Unter- 
suchungen zeigen. 

Daneben steht noch die Frage offen, ob ein nach Hammarsten 
iiber die Mucine dargestelltes Sinistrin frei ist von Polysaccharid- 
beimengungen, die tiber saure Alkoholfallungen abtrennbar und mit 
Kupferlauge nicht fallbar waren. 


Zusammenfassung 


Das durch Verkochen der Eiweifdriisen von Helix pomatia dar- 
gestellte Galaktogen gibt die gleichen Reaktionen wie das nach Ham- 
marsten dargestellte Sinistrin. Neben Sinistrin wurde in der Eiweib- 
driise noch ein weiteres stark links drehendes Polysaccharid gefunden, 
das sehr viel L-Galaktose enthalt und das einem durch Verkochen der 
Drise dargestellten Galaktogen beigemischt sein muB. 

Ks ist wahrscheinlich, daB nur die iiber saure Fallungen und Kupfer- 
lauge gereinigten Galaktogenpraparate den Anspruch auf Reinheit er- 
heben kénnen. Inwieweit dies auch fiir Sinistrin gilt, bleibt noch offen. 














Bd. 307 (1957) Die Polysaccharide der Weinbergschnecke IT 201 


Summary 


The galactogen obtained by digestion of the albumin glands of Helix 
pomatia shows the same reactions as the sinistrin prepared by Ham- 
marsten. The albumin gland was found to contain another strongly 
laevo-rotatory polysaccharide in addition to sinistrin. This polysacchar- 
ide which contains a very large proportion of L-galactose is always 
present in galactogen obtained by simple digestion of the gland. Puri- 
fication by acid precipitation and treatment with alkaline copper solution 
appears to be necessary for the production of pure galactogen prepar- 
ations. It is uncertain how far this consideration applies to sinistrin. 
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Uber die EiweifSqualitat einzelliger Griinalgen 
und ihre Lebernekrose verhiitende Wirkung* 
II. Mitteilung ! 


Von 
Hermann Fink und Elisabeth Herold 


Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1956) 


Nach den iiberraschenden und unerwartet giinstigen Ergebnissen 
der ersten Verdffentlichung! iiber den biologischen Wert des Algen- 
materials bzw. des AlgeneiweiBes, wihlten wir fiir die folgenden Versuchs- 
gruppen noch ,,strengere“ Priifungsbedingungen. Wir gingen zu noch 
stirker ,,eiweiBmonochromatischen“ Diiten iiber, die beziiglich des den 
Ratten angebotenen EiweiBes absichtlich recht einseitig sein sollten. 
Wir lieBen die 15-proz. Zulage von Roggen- und WeizeneiweiB in den 
Algendiaten und den anderen, dem Vergleich dienenden Versuchsansatzen 
fort. Statt des bisher angewandten Verhiltnisses 77+ 15+8= 100 
wurde nun das Verhiltnis 92+8—100 genommen, wobei 92 Tle. 
das zu untersuchende verdauliche EiweiB von Algen oder 
Milch (oder Eiklar) ausmachen, und 8 Tle. wieder aus der zur Vitamin- 
lieferung zugesetzten Bierhefe stammen. 

Auf diesen Zusatz wollten wir — obwohl er fremdes Eiwei8 einbringt — aus 
Griinden der méglichst natiirlichen Versorgung mit bekannten und auch heute 
noch unbekannten Faktoren nicht gerne verzichten. 

Vom Standpunkt der EiweiBdarbietung stellen aber diese nur 8°, verdauliches 
Hefe-EiweiB, wie wir heute wissen, weder eine ins Gewicht fallende ,, Verfalschung“ 
noch eine ,, Begiinstigung“ dar, trotz eines gewissen natiirlichen nicht von der Hand 
zu weisenden EiweiB-Erganzungswertes. 


Versuchsgruppe Ila 


Neu war bei dieser Versuchsgruppe auch der Einsatz von Eiklar- 
EiweiB als weiteren Vertreter fiir tierisches EiweiB héchster Qualitat — 
gewissermaBen als zweitem VergleichsmaBstab fiir die EiweiSwertigkeit; 
denn wir wuBten aus unseren in anderen Richtungen laufenden Unter- 
suchungen, daB das Milcheiweif des Trockenmagermilchpulvers bei 
solchen ,,eiweiB-monochromatischen‘‘ Diaten nur noch bedingt brauchbar 


* Nach einem Vortrag, der vom Verfasser (H. F.) auf dem 1. Weltsymposium 
fiir Angewandte Sonnenenergie in Tucson/Phoenix (Arizona/USA) auf Einladung 
der Carnegie-Institution, Department of Plant Biology, Washington, am 31. X. 1955 
gehalten wurde. 

1 J. Mitteil.: H. Fink u. E. Herold, diese Z. 805, 182 [1956]. 
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sein wurde”, besonders dann, wenn friihzeitig alle Versuchstiere nach 
sehr guter anfanglicher Gewichtszunahme an Lebernekrose gestorben 
sein kénnten. Die drei Diiten — Algendiait, MilcheiweiBdiat und 
Eiklar-Diat* enthielten die in Tab. 1 zusammengestellten Bestandteile. 


Tab. 1. Zusammensetzung der verfiitterten Nahrungsgemische. 











Algendiat | MilcheiweiB-| Pitar-Diat 
iat 

ee 26,84 — = 
Magermilchpulver -- 24,69 — 
Hikior.. 3.3... = —- 10,65 
Bierhefe ... . 1,40 1,53 1,53 
Lebertran ... 1,82 2,68 2,79 
Salzgemisch. . . 3,82 3,22 4,67 
Starke. ..... 66,14 67,87 80,38 








Je 16 junge Albinoratten von je rd. 50 g Gewicht, wieder Geschwister 
beiderlei Geschlechts aus fiinf Wiirfen stammend, wurden mit diesen 
Futtergemischen, die nach unserer heutigen Kenntnis grundsiatzlich 
alles enthielten, was diese Art von Versuchstieren fiir ein gutes Wachstum 
bendtigt, aufgezogen. Fraglich war nun, ob die betont einseitige 
EiweiBdarbietung durch die Algen suffizient war bzw. eine 
hinreichende Versorgung mit essentiellen Aminosduren ge- 
waihrleistete. 

Die Versuchsdauer betrug wieder 120 Tage. Ein Tier von jedem Wurf war 


wieder an unsere Mitarbeiter im Kulmbacher Forschungsinstitut fiir Fleisch- 
wirtschaft zur Kontrolle auf normalen Gesundheitszustand gesandt worden. 


Beobachtungen und Ergebnisse 


Beziiglich der Futteraufnahme lagen die Verhiltnisse ganz 
ihnlich wie bei unseren bisherigen Versuchen!. Das Algenfutter wird 
mindestens ebenso gerne gefressen wie die Kost mit Magermilchpulver 
und Eiklar. 

Bei den Gewichtszunahme-Kurven, also den Wachstums- 
intensitaten zeigt sich in den ersten 40 Versuchstagen kein nennenswerter 
oder gar signifikanter Unterschied zwischen den drei analog aufgebauten 
Diaten. Es ist bemerkenswert, daB einerseits so verschiedene Eiweib- 
quellen wie Algen, Milch und Ei fast gleich rasches Wachstum ermég- 


2 H. Fink, diese Z. 298, 93 [1954]; H. Fink, I. Schlie, U. Rugeu. A. Grau, 
Naturwissenschaften 42, 21 [1955]; H. Fink u. I. Schlie, ebenda 42, 446 [19551; 
43, 254 [1956]. 

* Da bekanntlich rohes Eiklar gewisse anomale Erscheinungen als Nahrungs- 
stoff zeigen kann, wurde dafiir Sorge getragen, daB es vorher auf Temperaturen tiber 
Koagulationstemperaturen wahrend einer Stunde gehalten wurde. Wir fanden 
keinen Literaturhinweis, ob diese Behandlung zur Inaktivierung des Avidin- 
komplexes hinreichend ist. Gewisse Erscheinungen im Verlauf des Versuches lieBen 
allerdings gewisse Zweifel aufkommen. 
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lichten, und daB andererseits das Protein von Scenedesmus obliquus auch 
hier bei der monochromatischen Diitform mit dem tierischen Eiweif 
Schritt halten konnte. Im zweiten Teil des Versuches, etwa vom 55. Tag 
an, nahmen aber dann die Algentiere in gleichem Tempo weiterhin zu, 
wahrend bei den Milch- und Eiklartieren eine deutliche Verlangsamung 
eintrat. Etwa vom 100. Tage an wird dann der Vorsprung der 16 Algen- 
tiere sogar signifikant. 

Das EiweiB der Scenedesmus-Alge ist, nach diesem 
Kurvenverlauf auch in dieser einseitigen Diaét, nicht nur 
gleichwertig; es scheint vielmehr die stetige Versorgung 
der wachsenden Ratte mit EiweiBbausteinen, besonders 
auch fiir die spiteren Abschnitte des Wachstums, besser zu 
gewahrleisten, als EiklareiweiB und MilcheiweiB (letzteres 
jedenfalls in Form von getrockneter Magermilch), wenn 
sie als fast einzige EiweiBquelle eingesetzt werden.* 

Bei der Diskussion der MilcheiweiSkurven ist auch noch zu beriick- 
sichtigen, daB — wie unten noch erwaihnt werden wird — die meisten 
Tiere vor Beendigung des 120-Tage-Versuchs eingegangen waren. 

Vergleicht man den Verlauf der Algen-Kurve mit demjenigen bei unseren 
friiheren Versuchen der I. Mitteilung, bei denen noch 15°% Roggen- und Weizen- 
eiweiB in der Diat enthalten waren, so fallt auf, daB die Steilheit und die Charakte- 
ristik der Kurven im wesentlichen die gleichen sind. Der Zusatz von Roggen- und 
WeizeneiweiB scheint keinen Einflu8 zu haben, mit anderen Worten: das verdau- 
liche EiweiB der Scenedesmus-Alge scheint der Erginzung durch Aminosauren der 
Cerealien nicht zu bediirfen. Ganz anders scheinen die Verhaltnisse beim Eiweif 
des Magermilchpulvers zu liegen. Erst die Zulage der 15°, CerealieneiweiB bringen 
den ,,idealen“* Verlauf der Wachstumskurve auch noch in den fortgeschritteneren 
Phasen des Wachstums, ungefaihr nach dem 60.—80. Tag. Ohne diese Erganzung 
tritt deutliche Verlangsamung der Gewichtszunahmen ein. Auch hier muB man 
natiirlich auch an die miteingebrachten wachstumsbeschleunigenden Biokataly- 
satoren denken. 


Alle mit der Algendiat ernihrten Ratten iiberlebten die Versuchs- 
zeit. Sie machten einen frischen, gesunden Eindruck und hatten dichtes 
glinzendes Fell. Uberraschend waren die guten Gewichtszunahmen 
(Abb. 1) und EiweiBwirksamkeitsgrade (Tab. 2, S. 205). 

Bei der Milchdiat verendeten vom 20. Tage ab in relativ kurzer 
Zeit ein groBer Teil Tiere infolge mehr oder weniger starker Lebernekrose, 
was makroskopisch und histologisch festgestellt wurde. Der gréBte 
Prozentsatz der Todesfille lag zwischen dem 30. und 70. Tag. Die 
Tiere verendeten wieder ganz plétzlich ohne vorherige Anzeichen 
anomaler Futteraufnahmen oder Gewichtsabnahmen, bei einigen trat 








* Inwieweit Biokatalysatoren — wie z. B. animal protein factor, Vitamin E, 
antibiotisch wirkende Stoffe und andere — der Algensubstanz als Nicht-EiweiB- 
bausteine beim Zustandekommen dieses iiberraschend giinstigen Kurvenverlaufs 
(Wachstumsintensitaét) mit im Spiele sind, soll spater nochmals erértert werden. 
Vom praktischen Gesichtspunkt aus ware diese Méglichkeit ziemlich gleichgiiltig, 
da solche Biokatalysatoren ja dann in der Algensubstanz durch Biosynthese 
gebildet worden waren. Wir haben sie ja der Diat nicht zugesetzt. 
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der Tod auch dann noch ein, als die Tiere schon ein Gewicht von 150—160g 
erreicht hatten. Nur zwei Tiere iiberlebten den Versuch. Das Kurvenbild 
der Milchtiere weist zum SchluB (ab 80 Tagen) eine kleine Besonderheit 
auf, da es nur weibliche Tiere betrifft; keines der mannlichen Tiere 
hatte den Versuch iiberstanden. 

Die Eiklar-Tiere zeigten bis zum 50. Tag die besten Gewichts- 
zunahmen aller drei Diatgruppen (nicht signifikant). Doch dann trat 
plétzlich fast ein Stillstand ein, so dafS die weitere Zuwachskurve fast 
waagerecht verlief. 


Im Alter von 30—40 Tagen beobachteten wir bei den mannlichen Ratten an 
der Bauchseite, und zwar besonders nahe den Extremitaten, eine Lichtung des 
Haarkleides und sogar einige kahle Stellen, an denen sich teilweise ein Schuppen- 
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panzer bildete. Bei mancher Tieren griff der Haarausfall — allerdings in weit 


geringerem AuBmaBe — auch auf die Riickenseite iiber. Das verbliebene Haar 
wurde struppig und strahnig. Die Tiere verloren meist sehr an Gewicht, fraBen 
weniger und verkrochen sich in eine Stallecke. Die meisten Ratten erholten sich 
nach einiger Zeit wieder, jedoch ohne da8 das Fell wieder ganz normal wurde; 
die iibrigen Tiere verendeten. Bei den weiblichen Tieren beschrankten sich die 
Verinderungen auf die Ausbildung eines glanzlosen und struppigen Felles. 

EiweiBwirkungswerte: Wie in der I. Mitteil. sollen in Tab. 2 
noch die EiweiBwirkungswerte dieser Versuchsgruppe zusammengestellt 
werden, da sie fiir die Beurteilung der biologischen Qualitat des EiweiBes 
wichtig sind. 


Tab. 2. Mit 1 g verdaulichem Protein erzielte mittlere Gewichtszunahmen. 














Diat nach nach nach 
40 Tagen 80 Tagen 120 Tagen 
Algen 
ohne Roggen- u. Weizenzusatz . . 2,43 1,96 1,52 
Trocken-Magermilch 
ohne Roggen- u. Weizenzusatz . . 2,33 1,68 1,21 
Eiklar 
ohne Roggen- u. Weizenzusatz . . 2,22 1,43 1,09 
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Versuchsgruppe IIb 


Am Versuchsende téteten wir auch jetzt wieder einen Teil der Tiere 
aus allen drei Diatgruppen. Da einige Ratten Veranderungen an der 
Leber zeigten, die als eine beginnende Nekrose oder als Narbenleber 
hatten gedeutet werden kénnen, dehnten wir bei dieser unter den gleichen 
Bedingungen gehaltenen Versuchsgruppe von dreimal sieben Tieren 
die Diatfiitterung auf die doppelte Zeit aus. 

Die Beobachtungen bei der Versuchsgruppe I wurden hierbei im 
wesentlichen bestatigt. Abweichungen traten insofern ein, als simtliche 
Milchdiat-Tiere nach 40 Tagen fast ausschlieBlich an Lebernekrose ver- 
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endeten. Die sieben Algen-Tiere erzielten wiederum sehr gute Gewichts- 
zunahmen; sie lagen sogar noch erheblich iiber denen des vorherigen 
Versuches (Abb. 2). 

In diesem Falle mag fiir die abweichenden Gewichtszunahmen noch das un- 
giinstige Geschlechtsverhaltnis von sechs weiblichen Tieren und einem mannlichen 
Tier mitverantwortlich sein. Da namlich dieses mainnliche Tier auBerordentlich 
schwer wurde, aber bei unserem Mittelungsverfahren Durchschnittsgewichten von 
sechs normalen weiblichen Tieren gegeniibergestellt wurde, muBten sich in der 
Durchschnittsleistung aller Tiere etwas héhere Werte ergeben. Um dem tatsach- 
lichen Wert in diesem Falle naher zu kommen, haben wir einmal unser biologisch 
begriindetes Mittelungsverfahren verlassen, und die mittleren Zuwachswerte bei 
allen drei Diaten ohne Beriicksichtigung der Geschlechtsverhaltnisse berechnet 
(Abb. 2). Bei den Eiklar-Tieren waren sowohl hinsichtlich der Gewichtszunahmen, 
der Futteraufnahme sowie des allgemeinen Erscheinungsbildes nur unwesentliche 
Verainderungen festzustellen. 


Nach 120 Tagen war das Hauptwachstum der Ratten abgeschlossen. 
In bezug auf Vitalitét, Haarkleid und Allgemeinhabitus traten nach 
dieser Zeit keine wesentlichen Verinderungen mehr ein. Nach 240 Tagen 
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muBten wir den Versuch abbrechen, da uns damals kein Algenmaterial 
mehr zur Verfiigung stand. Von den danach getéteten Ratten wies nur 
ein Kiklar-Tier eine nekrotische Leber auf. Alle Algen-Tiere hatten 
selbst diese lange Versuchszeit ohne gesundheitlichen 
Schaden tiberstanden. 


Versuchsgruppe IIc 


Neben den Hauptversuchen sollte gepriift werden, inwieweit sich 
das Ausgangsgewicht der Ratten auf das Wachstum und die 
Widerstandsfahigkeit der Tiere gegeniiber der Lebernekrose auswirkte. 
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Je zehn Tiere mit einem Einsatzgewicht von 100—110 g, bei welchem 
bei der Milchdiat in friiheren Versuchen mit 50 g Einsatzgewicht langst 
die ersten Todesfille infolge Lebernekrose aufzutreten pflegten, wurden 
auf eine Algen- und eine Milchdiit ohne Roggen- und Weizenzusatz 
verteilt. Fiir diese Versuche standen uns nur mehr wenig Gewachshaus- 
algen zur Verfiigung. Da dieses Material fast unter den gleichen Be- 
dingungen wie die Freiland-Algen geziichtet wird, war anzunehmen, daB 
sie auch bei der Verfiitterung keine groBen Abweichungen zeigten. 

Beziiglich der Wachstumswirkungen und der EiweiBwirkungswerte 
traten kaum irgendwelche Unterschiede gegenitiber den Tieren auf, die 
mit einem Gewicht von 50—65 g in die Versuche eingesetzt worden waren. 
Anders dagegen schien der Einflu8 des hohen Einsatzgewichtes auf das 
AusmaB der Leberschadigungen zu sein. Die erste kritische Versuchszeit 
von 20—30 Tagen iiberstanden alle Tiere. Aber bei der’zweiten kritischen 
Periode von 60—70 Tagen verendeten zwei Milchtiere mit typisch 
nekrotischen Leberbefunden. Alle anderen Ratten tiberlebten die Ver- 
suchszeit und zeigten wie die Algentiere keinerlei Krankheitserschei- 
nungen. Auch bei der Tétung nach Versuchsende konnten keine Nekrosen 
festgestellt werden. 
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Weniger giinstige Ergebnisse mit Abwasseralgen 


Im Verlauf von fast drei Jahren konnten wir an den insgesamt zwilf 
Chargen von Scenedesmus obliquus, die sich aus etwa 1200 Einzel. 
ernten zusammensetzten, keine Abnahme oder Schwankungen in der 
Qualitat der Zuchtalgen fiir die Ernihrung feststellen. Derartige Ande. 
rungen halten wir aber fiir durchaus méglich, auch ohne daB eine 
Infektion mit minderwertigen oder gar schadlichen Arten eintritt. 
Vielleicht deutet einer unserer letzten Befunde in dieser Richtung. Die 
Chargen 13 bis 15 von Scenedesmus obliquus, die diesmal allerdings auf 
Abwasser geziichtet worden waren, verhielten sich nicht so giinstig, 
weder beziiglich der FreBlust der Tiere noch beziiglich der Wachstums. 
kurven und des EiweiBwirkungswertes. Leberschaden konnten aber 
auch dabei innerhalb der tiblichen Versuchsdauer nicht 
beobachtet werden. Warum diese Abwasseralgen sich als weniger 
wertvoll erwiesen, kénnen wir noch nicht sagen. Vielleicht war der Grund 
auch ein anderes ,,Alter‘‘ der Algenzellen im Sinne der Rytherschen 
Veréffentlichung®. 

Wie man sieht, wiirde man die Ernten einer groBtechnischen Algenzucht- 
anlage auf ihre biologische Qualitaét nicht nur bei der Inbetriebnahme, sondern 
auch in regelmaBigen Absténden auch im Tierversuch iiberpriifen miissen, um 
nachzusehen, ob die Eigenschaften konstant geblieben sind. (Bei Schimmelpilz- 
zichtungen.— weniger bei Torula-Hefe-Ziichtungen — macht in der Gartechnik 
das Abfallen der gewiinschten biologischen Leistungen oft groBe Schwierigkeiten.) 


Vergleich mit griinen Blattern héherer Pflanzen 


Uber unsere Untersuchungen, ob auch héhere Pflanzen Organe 
mit ahnlich hohen diatetischen und antinekrogenen Wirkungen besitzen 
wie unsere Scenedesmus-Alge, soll nur noch kurz mitgeteilt werden, dab 
sich eine Probe von kiinstlich getrocknetem Luzernenmehl, wie 
es als Kraftfutter fiir landwirtschaftliche Nutztiere im Handel ist, fiir 
wachsende Ratten in jeder Hinsicht als eindeutig (signifikant) schlechter 
erwies; daB dagegen frischer, junger Spinat — acht verschiedene 
Chargen deutscher, franzésischer und italienischer Herkunft — nach 
kiichenmaBiger Vorbehandlung (einige Minuten mit wenig Wasser ge- 
kocht), ebenso wie die Algen in analog ,,monochromatischer*‘ Diat ver- 
fiittert, den Algen und damit dem MilcheiweiB und dem Eiklareiweil 
ziemlich nahe kommt, ohne diese Gruppe der héchstwertigen Eiweib- 
triger zu erreichen* (s. Abb. 4 und Tab. 3). 

Unsere Versuche sprechen dafiir, da auBer der einzelligen Alge als 
Prototyp des griinen Blattes auch frisch gewachsene griine Teile hoherer 
Pflanzen ein erstaunlich hochwertiges, dem tierischen EiweiB doch sehr 
nahe kommendes NahrungseiweiB enthalten kénnen. Es gibt darunter 
sicher auch auBer unserer Alge und dem Spinat noch mehrere, die hoch- 


3 J. E. Ryther, Ecology 35, 522 [1954]; G. G. Vinberg, Uspechi Sovrem, 
Biol. 88, 216 [1954]. 

* Falle von Lebernekrose traten nur beim Luzernenmehlversuch auf. Vgl. 
Abb. 1. 
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Tab. 3. Mit 1 g verdaulichem Protein erzielte mittlere Gewichtszunahme in g. 







































































Diat nach nach nach 
40 Tagen 80 Tagen 120 Tagen 
Algen (aus Versuchsgr. ILa—IIc) 
ohne Roggen- und Weizenzusatz. . 2,43 1,96 1,52 
Abwasser-Algen 
ohne Roggen- und Weizenzusatz. . 1,39 1,29 1,10 
Luzerne 
ohne Roggen- und Weizenzusatz. . 0,67 1,13 1,01 
Spinat 
ohne Roggen- und Weizenzusatz. . 2,38 1,91 1,43 
180 PF 
160 > 
| 140 96 
120 Ar=43 
Abb. 4. Gewichtszunahme-Kurven von c As Zoos 
Albino-Ratten, aufgezogen mit Algen- 799 Y — 7 2 
Diat (1), Abwasser-Algen-Diat (2), Milch- § 20 y/, d 
eiweiB-Diat (3), Kiklar-Diat (4), Luzerne- & Af 
Diat (5) und Spinat-Diat (6), ohne Zu- & 60 VA 5 5 
lage von Roggen- und Weizenprotein. 3 4 L- , a 
= a 
" 20 YA -7 ; 
Pi 
4 et 
-10 
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wertiger sind als die Proteine von Pflanzensamen, z. B. der Cerealien, 
Hiilsenfriichte und von Knollen, die in der menschlichen Ernahrung das 
Hauptkontingent stellen. Da héchstwertiges tierisches EiweiB in der 
Ernihrung der Menschheit als Ganzes gesehen immer knapp bleiben 
wird, wird man dem Eiwei8 nicht nur der Algen, sondern auch der jungen 
griinen Pflanzenteile, besonders zur Verhiitung von EiweiBmangel- 
schiden mehr Bedeutung beimessen miissen als bisher. 


Ergebnisse betreffend die Leberschutzwirkung 

Wie mitgeteilt, ist innerhalb unserer dreijihrigen Versuche, bei 
denen mehr als zw6lf verschiedene, zu verschiedenen Zeiten geziichtete 
Algenchargen nacheinander in Form der beschriebenen Diaten an 
junge Albinoratten verfiittert wurden, kein einziges Tier innerhalb der 
jeweils 120-taégigen Wachstumsphase in ursaichlichem Zusammenhang 
mit der Ernéhrung gestorben, waihrend dies bei den Vergleichsdiaten mit 
zahlreichen Trockenmagermilchpulvern in hohem Grade der Fall war, 
wobei die diaitbedingte Lebernekrose in der iiberwiegenden Zahl der 
Fille die Todesursache war. Dies zeigt Abb. 5, betreffend die Nekrose- 
quotienten. 
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Wir schlieBen daraus, daB das getrocknete Algenmaterial einen 
oder mehrere jener Stoffe enthalt, die einzeln oder zusammen die diit- 
bedingte Lebernekrose verhiiten kénnen — und zwar mindestens in 
einer Menge, die in unseren Diaten vollen Schutz gewihrleistete. Wir 
k6énnen heute noch nicht sagen, welche der bekanntlich ganz verschiede- 
nen Stoffklassen angehérenden Substanzen enthalten sind, Thioamino- 
sdiuren, Vitamin E oder ein (oder einige) Faktoren, die heute noch nicht 
gefaBt werden konnten, so der von Klaus Schwarz‘ in ungereinigtem 
Casein und vielen Bierhefen festgestellte und angereicherte Faktor 3 
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oe 2,83°/, 0°/. 67,72°/, 4,89°/, 53,09°/, 0", 
BAN 9 9, 0°/, 58,51°/, 3,80°/, 48,84°/, 6, 


tatsquotient 


Algen Abw.-Algen Milchpulver Eiklar Luzerne S pinaj 
Abb. 5. Graphische Darstellung der Nekrogenitatsquotienten. Die Lebensdauer der 
einzelnen Tiere wird durch unterschiedliche Saulenlinge gezeigt. Bei an Leber- 
~ nekrose gestorbenen Tieren sind die Saéulen schraffiert. 

Nekrogenitatsquotient: Zahl der an Lebernekrose eingegangenen Ver- 
suchstiere, multipliziert mit der durchschnittlich verlorengegangenen Versuchs- 
Lebenserwartung, in Prozenten der Zahl der bei den Gruppenversuchen einge- 
setzten Versuchstiere, multipliziert mit der gesamten Versuchsdauer (120 Tage). 








oder jener Faktor, der offenbar beim technischen Trocknen der Mager- 
milch zerstért zu werden scheint. Wir nannten ihn in einer unserer 
letzten Arbeiten® Faktor Y, da noch nicht feststeht, ob er mit dem 
Faktor 3, der offenbar hitzeresistenter* ist, identisch ist. 

Auf diesen Punkt kann hier nicht naher eingegangen werden. Jedenfalls 


miissen wir die untersuchten Algen angesichts ihrer ausgepragt leberschiitzenden 
Eigenschaften zu den hepatophilen® Nahrungsstoffen bzw. EiweiBtragern zahlen. 


EinfluB der Trocknung 


Hervorzuheben ist nochmals, daB unsere Ergebnisse an getrock- 
netem Algenmaterial erhalten wurden; die Trocknung erfolgte durch 
die Essener Station méglichst schonend, nimlich an der Luft in dinner 
Schicht mit Infrarotstrahlern; die Temperatur (40—60°) in der Algen. 
schicht wurde laufend abgelesen. Uber die Méglichkeit, daB hierdurch 


* K. Schwarz, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 319 [1952]; The Merck Report 
638, 3 [1954]; Modern Brewery Age, Heft von Dez. 1954 u. von Jan. 1955. 

5 H. Fink, diese Z. 298, 93 [1954]. 

6 H. Fink u. K. W. Hoppenhaus, Naturwissenschaften 48, 133 [1956]. 

* Es kann natiirlich sein, daB der Faktor 3 oder Faktor Y beim technischen 
Trocknen der Magermilch deshalb so leicht zerstért wird, weil hier durch die 
Anwesenheit von Zuckern die Maillard-Reaktion eintreten kann. 
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Stoffe von toxischer Wirkung, wie sie bei manchen Chlorella- und 
Scenedesmus-Arten nachgewiesen worden sind’, auch bei unserer Alge 
inaktiviert worden sind, vgl. 8.212. Die leberschiitzenden Faktoren 
haben jedenfalls nach allen Anzeichen diese Trocknung gut iiberstan- 
den. Ob dies auch bei anderen Verfahren der technischen Trocknung 
der Fall sein wiirde, miiBten spitere Versuche zeigen. 

Auch die EiweiBstoffe von Scenedesmus obliquus scheinen eine gute 
Trocknungsresistenz zu besitzen, was ja aus dem Verlauf der Wachstums- 
kurven und aus dem EiweiBwirkungswert des getrockneten Algen- 
materials hervorgeht. 


Beeinflussung der Ergebnisse durch eventuelle Infektionen 


Bei unseren Trockenprodukten handelte es sich nicht um Algenkulturen, die 
nach dem Prinzip der absoluten Reinzucht gewonnen worden waren, was ja bei 
Ernten von 20—30 kg heute noch nicht ohne weiteres technisch durchgefiihrt 
werden kann, jedenfalls noch nicht in der Essener Versuchsstation. Es waren teils 
Freilandkulturen, die in mit Kunststoff-Folie ausgekleideten Graben im Freien 
geziichtet wurden, teils Gewachshauskulturen. 

Als nun unsere Tierversuche so wider unser Erwarten giinstig ausfielen und 
sowohl die biologische Wertigkeit des verdaulichen EiweiBes als auch die anti- 
nekrogene Wirkung mindestens ebenso gut, ja besser befunden wurden als bei 
Magermilchpulver, schépften wir eine Zeitlang Verdacht, daB vielleicht bei der 
,unsterilen‘* Algenzucht gleichzeitig ins Gewicht fallende Mengen von Zooplanktern, 
z. B. Protozoen, mitgeziichtet und mitgeerntet worden sein kénnten. Wenn uns 
auch nicht bekannt war, und es wohl bis heute iiberhaupt nicht untersucht ist, wie 
EiweiBverdaulichkeit und biologische Wertigkeit von Protozoen oder ahnlichen 
,Infektionsorganismen“ in Rattenversuchen ausfallen wiirden, so glaubten wir 
doch eine Zeitlang, daB unsere so giinstigen Resultate vielleicht durch die Anwesen- 
heit tierischen EiweiBes bzw. von APF-Faktoren gewissermaBen ,,gefalscht“‘ oder 
doch beeinfluBt sein kénnten. Dagegen sprachen die von Fraulein Dr. Meffert an 
der Essener Kohlenstoffbiologischen Forschungsstation vorgenommenen laufenden 
,,Betriebskontrollen“* sowie die Ergebnisse unserer eigenen haufig vorgenomme- 
nen Untersuchungen von frisch abgeernteter Algenpaste. In vielen Dutzenden 
von Gesichtsfeldern konnten wir nur sehr selten Mikroorganismen an- 
treffen, die keine griinen Algen waren und als Zooplankton anzu- 
sprechen waren**, 

Fiir die praktische Seite, gewissermaBen die industrielle Algenzucht der 
Zukunft, wire es ziemlich einerlei, ob das gewonnene Eiweifmaterial eine Algen- 
Reinkultur oder -Mischkultur darstellte, wenn es nur méglichst hochwertig, ebenso 
hochwertig wie tierisches EKiweiB bester Qualitat ware. Ja, wir halten es fiir méglich, 
daB die symbiontische Mischkultur von Algen und gewissen Bakterien, die er- 
nihrungsphysiologisch wichtige Faktoren, z. B. Vitamin B,,, produzieren kénnen, 
fir die Zukunft eine gewisse Bedeutung bekommen. 

Theoretisch gesehen ware dann allerdings das Dogma von der Unter- 
wertigkeit des pflanzlichen EiweiBes durch Scenedesmus obliquus nicht durch- 
brochen; die hohen Werte wiirden durch die Beimischung von tierischem EiweiB 
z. B. in Form von Protozoen-EKiwei8 erklart, wahrend den Algen dann wohl eine 
entsprechend niedrigere, etwa gutem PflanzeneiweiB gleichkommende EiweiB- 
wertigkeit zukame. 


* Nach Angaben von Dr. Meffert crhielten wir nur Proben ohne Infektionen 
mit anderen Algenarten, z. B. Chlorellen. 

** Die auBerst geringen Gewichtsanteile hatten, selbst wenn die Infektionen 
aus bestem ,,tierischem Eiwei8‘‘ bestanden hatten, kaum einen EinfluB auf das 
Ergebnis gehabt. Dieser Einwand kann somit als entkraftet gelten. 


14* 
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Uber Giftwirkungen bei einzelligen Algen 


Die Ergebnisse unserer Arbeiten, die recht eindeutig positiv aus- 
gefallen sind, stehen scheinbar in stiirkstem Widerspruch besonders zu 
zwei Arbeiten der letzten Zeit — einer russischen und einer amerikani- 
schen, beide aus dem Jahre 1954. H.J. Elster? berichtete dariiber 
unlangst zusammenfassend : 


DaB von einer Reihe Planktonalgen Toxine ausgeschieden werden, die fiir 
andere Organismen giftig sind, ist seit langerer Zeit bekannt, besonders durch die 
Untersuchungen iiber das Chlorellin, das Toxin der bekannten Alge Chlorella. 
J. E. Ryther* untersuchte die toxischen Wirkungen von Chlorella vulgaris und 
Scenedesmus quadricauda auf das Zooplankton. Das Exkret dieser Algen hemmt die 
Filtertatigkeit und Nahrungsaufnahme der Daphnien, und zwar weniger durch 
die gelésten Toxine im Wasser als durch Ausscheidung im Darm. Aktiv wachsende 
Algenpopulationen im ansteigenden Ast ihrer Entwicklung produzieren am wenig- 
sten, alternde die meisten Hemmstoffe. Verfiittert man schnell wachsende und gut 
teilungsfahige Algen an Daphnien, so ist schnelles Wachstum und reiche Ver- 
mehrung der Zooplankter die Folge, wihrend alternde Algen langsames Wachstum 
hervorrufen, die Vermehrung blockieren und nach 10—13 Tagen den Tod der 
gefiitterten Daphnien zur Folge haben. Das oft im Freien beobachtete inverse 
Mengenverhialtnis von Phyto- und Zooplankton braucht also nicht durch das Ab- 
weiden der Algen seitens des Zooplanktons erklart zu werden, sondern kann auch 
auf der Wirkung der Algentoxine beruhen. 

In einer anderen Arbeit behandelt G.G. Vinberg* besonders die Wirkung 
der Phytoplanktontoxine auf héhere Tiere (Fische, Vogel, Katzen, Hunde). 
Lahmung der Hinterbeine und Leberschaiden sind hier u. a. beobachtet. Beim 
Menschen kénnen starke Muskelschmerzen und voriibergehende Lahmungen die 
Folge sein. Diese Wirkungen traten besonders an eutrophen, d.h.stark produktiven 
Seen auf, wenn eine ,,Wasserbliite‘, d. h. Massenentfaltung von Phytoplankton 
auftrat und sich gréBere Algenmengen am Ufer anhauften. Nach Vinberg sind 
die Toxine besonders wirksam, solange die produzierenden Zellen noch leben, 
wahrend nach dem Absterben der Zellen auch die Wirkung der Toxine schnell 
abklingt. Microcystis, Aphanizomenon, Oscillatoria sowie Gonyaulax und Prymne- 
sium sind als Toxinproduzenten bekannt und haben teilweise (z. B. Prymnesium) 
Fischsterben hervorgerufen. Auch hier gelangen die Toxine unmittelbar mit den 
Zellen oder nach Lésung im Wasser durch die Haut in den KG6rper, wo sie sich in 
den inneren Organen und besonders im Kérperfett anhaufen. Die Toxine erwiesen 
sich in Wasser, Alkohol und Aceton als léslich, waren relativ pa- und thermostabil 
und gingen bei Dialyse durch Zellophan und Tiermembranen hindurch. 


Da wir keinen AnlaB haben, an der Richtigkeit dieser Ergebnisse zu 
zweifeln, liegt die Annahme nahe, dafi die Autoren, die ja mit anderen, 
aber zum Teil doch verwandten Arten einzelliger Griinalgen arbeiteten, 
solche in Handen hatten, die notorisch giftig sind. Nach S. Strugger® 
gibt es rd. 20000 Arten von einzelligen Algen allein in unserer heimi- 
schen Flora. Warum sollten nicht auch giftige darunter sein, ahnlich 
wie bei den Pilzen des Waldes ? 


7H. J. Elster, Naturwiss. Rundschau 8, 318 [1955]; altere Literatur betr. 
Giftwirkung von Algen s. M. Schwimmer u. D. Schwimmer, The role of 
algae and plinkton in medicine; Grune & Stratton, New York u. London 1955. 

8 Arbeitsgemeinschaft zur Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen (Dis- 
kussionsbemerkung zum Vortrag F. Gummert) 6, 2 [1950]. 

7 ane. 
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Diese enorme Vielfaltigkeit der Natur im Bereich des Phyto- 
planktons hat auch ihr Gutes, besonders fiir die industriell ausgerichtete 
Algenforschung. Es besteht viel Aussicht, die niitzlichsten Arten heraus- 
zufinden, die den jeweiligen Bedingungen, z. B. hohen Temperaturen, 
und den erwarteten biosynthetischen Leistungen am besten entsprechen 
— Arten, die zugleich die gr6Bte Anspruchslosigkeit, Infektionsresistenz, 
Anpassungsfaihigkeit, Wiichsigkeit und eine entsprechende Konstanz 
dieser Eigenschaften besitzen. 

Es ware moglich, daB in dem Essener Stamm von Scenedesmus 
obliquus vorhandene Giftstoffe beim Trocknen inaktiviert werden. In 
Anbetracht der schonenden Trocknungsbedingungen miiBten diese Stoffe 
allerdings recht labil sein. Diese zweite Méglichkeit hoffen wir demnichst 
durch Verabreichung einerseits lebender und andererseits getrockneter 
Algenmasse an Ratten priifen zu kénnen. 


Die EiweiBqualitat 


Was die in allen fiinf Versuchsgruppen, besonders bei den ,,eiweiB- 
monochromatischen“ Diaten gefundene erstaunlich hohe EiweiB- 
qualitat von Scenedesmus obliquus betrifft, so haben wir bei unseren 
Untersuchungen iiber den biologischen Wert von Proteinen verschiedener 
Herkunft, speziell von Mikroorganismen, bisher keinen Proteintrager 
mit besseren Qualitétsmerkmalen gefunden, am allerwenigsten einen 
pflanzlichen Ursprungs. 

Untersucht wurden seit 1941, — z. T. von 1941—1945 noch mit A. Hock® —, 
u. a. Hefen verschiedener Herkunft und Ziichtungsart, Schimmelpilze (Aspergillus 
orycae, Penicillium notatum, Ocspora lactis), Bakterien (Kefir als Symbiose von 
Hefen und Bakterien), Fischmehl, Magermilchpulver, Eiklar, héhere Pilze (Champi- 
gnon, Steinpilz), Soja, Erbsen, Roggen, Weizen, Casein, Gelatine, Gerste, Malz, 
Treber, Malzkeime, Trub, Bier u. a. mehr. 

Lediglich das von uns noch nicht gepriifte Vollei und vielleicht das 
Gesamt-Protein in der frischen Milch kénnten noch gewisse Uberlegen- 
heit zeigen. 

Nach all diesen Experimenten scheint beim AlgeneiweiB das 
Dogma“ von der grundsatzlichen Unterwertigkeit des pflanzlichen 
EiweiBes gegeniiber dem tierischen EiweiB durchbrochen zu sein, jeden- 
falls zunaéchst im Rattentest zur Bestimmung der biologischen Eiweib- 
wertigkeit. 

Diese Deutung scheint jedenfalls gerechtfertigt im Sinne der bisherigen ,,klas- 
sischen“* Auffassung iiber die Wachstumsintensitat als Gradmesser der biologischen 
EiweiBqualitat. 

Heute weiB man, daB die Wachstumsintensitaét auch noch in gewissem Grade 
durch Biokatalysatoren beeinfluBt werden kann, die entweder direkt oder in- 
direkt wirken kénnen; so APF-Faktoren des Vitamin B,.-Komplexes und gewisse 
Antibiotica hauptsichlich bei der Verfiitterung von pflanzlichem Eiwei8, direkt 
durch Steigerung der Gewichtszunahme pro Zeiteinheit, ferner nach unseren Er- 
fahrungen Vitamin E indirekt dadurch, daB es besonders in den fortgeschrittenen 


® H. Fink u. A.Hock, Z. Naturforsch. 2b, 187 [1947]; A. Hock u. H. Fink, 
ebenda 2b, 203 [1947]. 
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Phasen die Kontinuitat des Wachstums gewahrleistet, weil es die Entstehung von 
alimentaren Organ-, speziell Leberschaden und UnregelmaBigkeiten im Wachstums- 
ablauf verhiiten kann. Ein notorisch unterwertiges pflanzliches EiweiB, dem es 
stark an essentiellen Aminoséuren mangelt, oder bei dem diese in unharmonischem 
Verhaltnis untereinander vorkommen, wird aber nach unseren Erfahrungen in den 
,,eiweiB-monochromatischen‘‘ Didéten weder durch Vitamin B,.-Faktoren noch 
durch Vitamin E vollwertig. 

Ob die bei den Algendiaten beobachteten hohen Wachstums-Intensitaten und 
Eiwei8wirkungswerte nun ausschlieBlich auf die biologische Qualitaét des ver- 
daulichen EiweiBes, also auf den Gehalt und das harmonische Verhaltnis an essen- 
tiellen Aminosauren zuriickzufiihren sind, oder ob die genannten Biokatalysatoren 
— unserer derzeitigen Ansicht nach in relativ untergeordnetem Grade — beim 
Zustandekommen des ungewohnlich giinstigen Wachstumswertes mitwirken, ware 
praktisch gesehen ziemlich gleichgiiltig, denn diese Biokatalysatoren waren dann 
ja in den Algen ebenso wie das Zelleiweif durch Biosynthese gebildet worden. 
(Wir haben sie unseren Diaten ja nicht zugesetzt.) Theoretisch ware dann aller- 
dings das EiweiB allein vielleicht etwas geringerwertig. Das Dogma der Unter- 
wertigkeit des PflanzeneiweiBes ware dann nicht durchbrochen. Die experimentelle 
Aufklarung kénnte, wenn geniigend Algen zur Verfiigung stehen, z. B. durch Ver- 
fiitterung von Zuchtalgen nach Extraktion von Vitamin B,,-Faktoren und 
Vitamin E, in Angriff genommen werden. 

In einer Algenprobe (Scenedesmus obliquus) aus Essen aus dem Jahre 1952 
stellte K. Bernhauer einen B,,-Gehalt (Komplex?) von 0,024 y pro Gramm 
Trockensubstanz fest. Dieser Wert erscheint zwar sehr niedrig, aber gemessen an 
anderem pflanzlichem Griinmaterial ist er hoch. Immerhin wiirde in unseren Diaten 
den jungen Ratten rund die Halfte ihres B,.-Bedarfs zur Verfiigung stehen. 

Wir kommen auf diesen Punkt nochmals in einer spaiteren Veréffentlichung 
zuriick. 

Die ungewoéhnlich hohe biologische Wertigkeit des EiweiBes der 
Essener Scenedesmus-Alge hat auch noch eine praktische und wirt- 
schaftliche Bedeutung. Im Gegensatz zu vielen, meist als mehr oder 
weniger unterwertig geltenden ballastreichen Proteinen pflanzlicher 
Herkunft, die durch Verfiitterung an landwirtschaftliche Nutztiere in 
fiir den Menschen hochwertiges tierisches Eiwei8 in Form von Fleisch, 
Milch, Ei usw. umgewandelt werden, kénnte man bei den Algen auf diese 
verlustreiche Umwandlung verzichten. Fiir manche Wirtschaftlichkeits- 
betrachtung im Zuge der kiinftigen industriellen Algenziichtung kénnte 
dieser deprimierend tief liegende Umwandlungsfaktor von 4:1 bis 9:1 


dann eliminiert werden. 


Diese Ergebnisse machten auch einen Punkt unseres Arbeitsprogramms, 
den wir infolge eines Zufalls noch nicht in Arbeit genommen hatten, inzwischen 
weniger interessant — namlich die Frage, wie groB dieser fiir die Landwirtschaft 
so wichtige Umwandlungsfaktor im Bezirk des Zoo- und Phytoplanktons ist, 
wenn man also z. B. Scenedesmus-Algen an Daphnien oder Cyklops ver- 
fiittern, so pflanzliches in tierisches Eiwei8 umwandeln, und diesen Vorgang nach 
den verschiedensten Richtungen hin bilanzieren wiirde. 


Ob Algen direkt fiir die menschliche Ernaéhrung nutzbar 
gemacht werden kénnen, hingt davon ab, ob sie in eine Form gebracht 
werden, die dem Geschmacksempfinden des Menschen entspricht. Hier 
sei auf die wichtigen Versuche von Tamya!® und Mitarbeitern hin- 





1@ Y. Morimura u. N. Tamya, Food Technologie 8, 179 [1954]. 
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gewiesen, die die kiichentechnische Zubereitung von einzelligen Zucht- 
algen studiert haben und zu einer recht giinstigen Beurteilung ge- 
kommen sind. 

Nachtr. b. d. Korr.: In spateren Vortrigen! wurde von dem einen von uns 
(H. F.) u. a. auf den héheren Gehalt der einzelligen Algen an Nucleinsaéuren hin- 
gewiesen, der sich aus analytischen Daten ergab und aus der Uberlegung, daB 
1g Scenedesmus-Algen aus rd. 50—100-10° zellkernhaltigen Individuen besteht. 

Ernahrungsphysiologisch wiirde das bedeuten, daB beim Genu8 gréBerer 
Mengen einzelliger Algen, ahnlich wie bei Nahrhefen, relativ gréBere Mengen an 
Purinkérpern und auch Phosphorséure aufgenommen wiirden und vom Organismus 
verarbeitet bzw. ausgeschieden werden miiBten als bei der Ernahrung mit gewéhn- 
lichem pflanzlichem Griinmaterial. Man miiBte also noch priifen, ob sich hieraus 
keine Nachteile besonders fiir Menschen mit uratischer Diathese ergeben kénnen, 
wie das von Dirr!? und Mitarbeitern in Selbstversuchen bei mehrwochiger Auf- 
nahme von taglich 130 g Trockennaéhrhefe beobachtet werden konnte. 


Zusammenfassung 


Die biologische EiweiBqualitat der einzelligen Griinalge Scenedesmus 
obliquus wurde nochmals unter strengeren Versuchsbedingungen an 
wachsenden Albinoratten ermittelt. Statt 77% waren diesmal 92%, des 
verdaulichen Rohproteins in der Diat Algenprotein und in den Vergleichs- 
gruppen MilcheiweiB (Magermilchpulver) bzw. EiklareiweiB. Auch hier- 
bei erwies sich das pflanzliche Eiwei8 in den Algen von iiberraschend 
hoher Qualitaét und dem tierischen MilcheiweiB bzw. EiklareiweiB nicht 
nur gleichwertig, sondern eher iiberlegen. Uberlegen war es auch den 
Proteinen von jungem Spinat und besonders dem Luzernenmehl, also 
grinen Blattern héherer Pflanzen. 

Diatbedingte Lebernekrosen traten bei keiner der Algendiiten, 
wohl aber bei den Milchdiaten und auch bei den Diiten mit Eiklar und 
Luzerne auf. 

Die tiberraschenden Ergebnisse werden vom Standpunkt der von 
anderen Autoren an einzelligen Algen beobachteten Giftwirkungen 
sowie der theoretischen und praktischen Bedeutung der EiweiSqualitat 
und der direkten Verwendung fiir die menschliche Ernahrung diskutiert. 


Summary 


The biological value of the protein of the unicellular green algae 
Scenedesmus obliquus has been investigated in growing albino rats under 
more rigorous conditions than in previous experiments. The digestible 
crude protein in the diet contained 92 per cent of algal protein and in the 
control experiments 92 per cent of egg-white protein or milk protein in 
the form of skimmed milk powder. The vegetable protein in the algae 
was found to have an unexpectedly high biological value equal or 


11 Am 16. November 1956 in Stockholm auf Einladung der Chemischen Ge- 
sellschaft und am 15. Februar 1957 auf Einladung der Gesellschaft Deutscher 
Chemiker, Ortsgruppe Koln. 
2K. Dirr, Biochem. Z. 312, 233 [1942]. 
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superior to that of the animal milk protein and egg protein. It was also 
superior to the proteins of the green leaves of higher plants such as 
young spinach and alfalfa. Dietary liver necrosis was observed with the 
milk diets and the diets containing egg-white and alfalfa but was not 
observed with any of the algal diets. The results are discussed in relation 
to the toxic effects observed by other workers with unicellular algae 
and consideration is given to the significance of the biological value of 
algal proteins in human nutrition. 
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Nitrosamine sekundarer Amine, II. Mitteil. :1 


Eine polarographische Methode zur Bestimmung von Prolin 
und Hydroxyprolin in Proteinhydrolysaten 
Von 
Milos Chvapil und Rudolf Zahradnik 


Aus dem Institut fiir Arbeitshygiene und Berufskrankheiten, Prag 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1956) 


Zu unseren Untersuchungen iiber die Bedeutung des Hydroxyprolins 
fiir die Synthese kollagenartiger Proteine bendtigten wir eine gut repro- 
duzierbare und spezifische Methode zur Bestimmung von Iminosauren 
und speziell von Hydroxyprolin, welche durch die Verfarbung der durch 
saure Hydrolyse von Geweben gewonnenen Lésungen nicht gestort wird. 

Die zur Bestimmung von Hydroxyprolin in biologischem Material be- 
schriebenen kolorimetrischen Methoden beruhen gréBtenteils auf der Oxydation 
des Pyrrolringes und der nachfolgenden Kondensation mit Isatin, oder mit p- 
Dimethylaminobenzaldehyd, wobei ein rotgefarbtes Produkt entsteht? °. Meist 
wird die Methode von Neuman und Logan? verwendet, obwohl ibre Reproduzier- 
barkeit und ihre Spezifitat (Interferenz von Tyrosin bzw. Tryptophan) nicht be- 
friedigen.”? Zur Behebung dieser Nachteile wurden verschiedene Modifikationen 
vorgeschlagen§ -11, 

Da wir mit den beschriebenen Methoden keine befriedigenden Resul- 
tate erzielen konnten, versuchten wir die polarographische Aktivitat 
der N-Nitrosoderivate des Hydroxyprolins sowie des Prolins auszu- 
niitzen, nachdem wir vor kurzer Zeit die polarographischen und spek- 
tralen Eigenschaften dieser Nitrosoverbindungen” sowie die Kinetik und 
den Mechanismus ihrer Zersetzung untersucht hatten!. 

Die N-Nitrosoderivate des Prolins und Hydroxyprolins wurden in 
definierter Form zuerst von Heyns und Kénigsdorf! dargestellt; 





1 J. Mitteil.: R. Zahradnik, Chem. Listy, im Druck. 
2 K. Lang, diese Z. 219, 148 [1933]. 
3 EK. Waldschmidt-Leitz u. S. Akabori, diese Z. 224, 187 [1934]. 
+ W.D. McFarkne u. G. H. Guest, Canad. J. Res., Sect. B 17, 139 [1939]. 
> R. E. Neuman u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 184, 299 [1950]. 
6 W. Troll u. R. K. Cannan, J. biol. Chemistry 200, 803 [1953]. 
* K. H. Gustavson, Acta chem. scand. 8, 1289 [1954]. 
8 Ch. J. Martin u. A. E. Axelrod, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 83, 461 [1953]. 
° L.C. Baker, L.H. Lampitt u. K.P. Brown, J. Sci. Food Agric. 4 
165 [1953]. 
19 KE. Wierbickiu. F. E. Deatherage, J. Agric. Food Chem. 2, 878 [1954]. 
1 D.8. Miyada u. A. L. Tappel, Anilytic. Chem. 28, 909 [1956]. 
2 R. Zahradnik, E.Svatek u. M.Chvapil, bisher nicht veréffentlicht. 
13K. Heyns u. W. Konigsdorf, diese Z. 290, 171 [1952]. 
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vorher wurden einige Eigenschaften von Hamilton und Ortiz" be- 
schrieben. Zur Isolierung von Iminosiéuren aus Proteinhydrolysaten 
wurden die Nitrosoderivate von Howard?!> angewendet; der Vorteil 
seines Arbeitsganges besteht darin, da dabei alle ibrigen Aminosauren 
in Hydroxyséuren tibergehen. 


Dieses Prinzip wurde auch bei unserer Methode ausgeniitzt, die 
im folgenden schematisch dargestellt sei: Das durch saure Protein- 
hydrolyse entstandene Aminoséurengemisch wird nitrosiert, dabei wer- 
den die primaéren Aminogruppen in Hydroxygruppen, Prolin und 
Hydroxyprolin in die Nitrosoderivate iibergefiihrt. Nach Entfernung der 
iiberschissigen Salpetrigen Saiure wird in einem Teil des Reaktions- 
gemisches nach der Verdiinnung polarographisch die Gesamtkonzen- 
tration beider Nitrosoderivate bestimmt, ein anderer Teil desselben wird 
mittels 10—11-n.HCl hydrolysiert. Da in diesem Medium N-Nitroso- 
hydroxyprolin ungefahr 30mal schneller hydrolysiert wird als N-Nitroso- 
prolin, ist es méglich, in einer nach einer gewissen optimalen Zeitspanne 
entnommenen Probe die im wesentlichen zum N-Nitroso-prolin gehérige 
Welle festzustellen. Die Differenz beider Bestimmungen liefert dann den 
Gehalt an Hydroxyprolin. Die ausgefiihrten Operationen kénnen iiber- 
sichtlich so dargestellt werden: 


6-n. HCl 
150°/5 at/180 Min. 


HNO, 
22 + 2°, 10 Min. 








Protein Aminosaurengemisch 
N-Nitroso-prolin 


N-Nitroso-hydroxyprolin __CO(NH,), N-Nitroso-prolin 


N-Nitroso-hydroxyprolin 


Hydroxysauren ~ 100°, 20 Min. : 
ase Hydroxysauren 


O, 


— Aufzeichnung der polarographischen Welle beider Nitrosoderivate 


; Nitrosoprolin und die Aufzeichnung der polarogr. 
= en.) librigen inaktiven —> Welle des N-Nitroso- 
55,0", 30 Hie. Substanzen prolins 


Die polarographische Arbeitstechnik wurde bisher zur Bestimmung von 
anderen sekundaren Aminen nur wenig beniitzt. Smalles und Wilson!® schlugen 
eine Methode zur Bestimmung von Dimethylamin neben den iibrigen Methylaminen 
und Ammoniak vor, English?’ vereinfachte die Methode dieser Autoren und stellte 
fest, daB die Schwierigkeiten, die sich in der Gegenwart von Methylamin geltend 
machen, durch Nitromethan, welches hier in einer Nebenreaktion entsteht, ver- 
ursacht werden. Heath und Jarvis'® verfolgten polarographisch Dimethy]- 
nitrosamin in tierischen Geweben. C-Nitrosoderivate sind éfter zu analytischen 
Zwecken benutzt worden. 


4 Pp. B. Hamilton u. P. J. Ortiz, J. biol. Chemistry 184, 607 [1950]; 187, 
733 [1950]. 

18 J. H. Howard, J. Amer. Leather Chemists Assoc. 46, 374 [1951]. 

16 A. A.Smalles u. H. N. Wilson, J. Sec. chem. Ind. 67, 210 [1948]. 

17 F. L. English, Analytic. Chem. 28, 344 [1951]. 

18 PD, R. Heath u. I. A. E. Jarvis, Analyst 80, 613 [1955]. 
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Beschreibung der Versuche 
Apparaturen 


Die polarographischen Kurven wurden mittels eines Polarographen vom 
Typ .,Heyrovsky“, Typ V 301, aus dem Jahre 1952 aufgenommen. Es wurde 
gréBtenteils mit einer Kapillare, deren Tropfzeit in stromlosem Zustande 3,5s 
betrug, gearbeitet, und zwar bei einer Reservoirhéhe von 60 cm in einem Kalousek- 
schen GefaB mit einer 1 N Kalomelelektrode. Die Empfindlichkeit des Galvano- 
meters betrug 2,35-10-§ A/em. Es wurden ein 4V-Akkumulator angewandt; das 
Potentialgefalle betrug 0,2 V je Abszisse. 


Chemikalien 


Die angewendeten Praparate waren hauptsachlich Fabrikate der ,,Lachema“‘ 
V. B., ,,pro analysi“’. Das verwendete Prolin war z. Tl. derselben Herkunft, z. TI. 
ein Produkt der Firma Hoffmann La Roche. Hydroxyprolin war ein Fabrikat 
der Firma Light. N-Nitroso-prolin und N-Nitroso-hydroxyprolin wurden nach 
Heyns und Kénigsdorf!®* dargestellt. 


Arbeitsgang 


Bei der Arbeit mit reinen Prolin- oder Hydroxyprolinlésungen bzw. mit deren 
Mischuvgen wurden zu 1 m/l 1-10-?-m. Aminosaurelésung 0,1 ml 5,0-n. HCl und 
0,2 ml 5,0-m. Natriumnitrit zugesetzt; das Reaktionsgemisch wurde 15 Min. bei 
22-+2° belassen und danach mit 1,2 ml gesattigter waBr. Harnstofflésung 20 Min. 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde eine Probe von 
1 ml entnommen und in einem 50-ml-MeBkolben mit einer Lésung, die 0,2-n. HCl 
und 0,8-n. NaCl enthielt zur Marke aufgefiillt. Eine weitere Probe von 1 mi ver- 
setzte man mit auf 25° temperierter Salzsiure, von genau bekannter Normalitat 
(z. B. 12-n.). Die erste Probe lieferte nach der Entfernung des Sauerstoffes mittels 
eines Stickstoffstromes das Polarogramm des Gemisches beider N-Nitrosoderivate, 
die zweite Probe wurde in einem mit Schliffstépsel versehenen Reagenzglase in 
einem Thermostaten bei 25-+0,1° aufbewahrt (Tab. 1). Nach Ablauf der not- 
wendigen Zeitspanne wurde eine Probe von 1 m/ entnommen und mit einer Lé- 
sung, die 0,8-n. NaOH und 0,2-m. Harnstoff enthielt, auf 10,00 ml aufgefiillt. Diese 
Lisung ergab im wesentlichen das Polarogramm des N-Nitroso-prolins, die 
Konzentration des Hydroxyprolins ergab sich aus der Differenz der aus beiden 
Polarogrammen bestimmten Konzentrationen. 


Tab. 1. Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse (min—!) von N-Nitroso-prolin 

und N-Nitroso-hydroxyprolin in Chlorwasserstoffsaure in Gegenwart von 0,50-m. 

Harnstoff und 0,05-n. NaCl und Angabe der optimalen Hydrolysenzeit eines 
Gemisches von Nitrosoderivaten bei 25,0°. 








Nitrosoderivate 
Normalitat : 
; Hydroxy- | ‘opt (min) 

HC Prolin prolin 

8,62 0,0005 0,0226 124 

9,24 0,0011 0,0351 74 

9,84 0,0022 0,0716 36 
10,2 0,0032 0,106 24 











Die Bestimmung von Prolin und Hydroxyprolin in Proteinhydrolysaten 
erfolgt ebenso wie in der reinen Probe. Die Wellen der N:itrosoderivate sina in 
diesen Proben noch besser entwickelt, als in reinen Lésungen. 
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Auswertung der Ergebnisse 


Die exakte kinetische Aufarbeitung zweier homokompetitiver Reaktionen 
wurde von Lee und Kolthoff!® mitgeteilt. Diese Autoren legten dar, daB die 
optimale, zur Trennung beider Substanzen notwendige Zeitspanne fiir Reaktionen 
erster oder pseudoerster Ordnung durch die Gleichung: 


1g (k,/ks) 
kk (1) 


gegeben ist, wobei k, in unserem Falle die Geschwindigkeitskonstante der Hydrolyse 
von N-Nitroso-hydroxyprolin in Chlorwasserstoffsiure der gegebenen Normalitat 
vorstellt, und k, dieselbe GréBe fiir N-Nitroso-prolin, topt die gesuchte optimale 
Zeit in reziproken Einheiten der Geschwindigkeitskonstanten ist. In der zitierten 
Arbeit ist die Gleichung (1) nicht abgeleitet worden. Deshalb versuchten wir selbst, 
die fiir die Errechnung der zur Unterscheidung beider Komponenten notwendigen 
optimalen Zeitspanne bestimmten Formeln abzuleiten. Wir befaBten uns speziell 
mit dem Falle, bei dem die beiden Iminosiuren in der analysierten Mischung in 
ungefahr derselben Menge enthal]ten sind, was der fiir uns praktisch wichtigste ist, 
da diese beiden Iminoséuren in Skleroproteinen ungefahr in diesem Verhaltnis 
vertreten sind. Der Zeitablauf der Hydrolyse der beiden Nitrosoderivate in Chlor- 
wasserstoffsiure folgt der Gleichung von Reaktionen erster Ordnung; fiir die 
Derivate des Prolins und des Hydroxyprolins haben also die folgenden Gleichungen 
Giiltigkeit : 


topt = 


2,303 ap 
ag kp log ap—2p (2) 
= 2,303 an , 
aes ky log ay- LA (3) 


In den Gleichungen (2) und (3) bedeutet ¢ die Zeit, kp (ky) die Geschwindig- 
keitskonstante der Hydrolyse des N-Nitroso-prolins (des N-Nitroso-hydroxyprolins) 
in Chlorwasserstoffsiure der gegebenen Normalitit in reziproken Zeiteinheiten, 
ap (aq) die Konzeatration} des Nitrosoprolins (des Nitroso-hydroxyprolins) in 
t = 0 und zp (xg) die Konzentrationssenkung dieser Substanzen in der Zeit ¢. 
In dem Falle, auf den wir uas beschrankten, sind wir berechtigt 


ap = ay =a (4) 


zu setzen. 

In unserem Falle handelt es sich um die optimale Reaktionsdauer, d. h. um 
die dazu notwendige Zeitspanne, damit die Héhe der polarographischen Welle des 
noch nicht zersetzten Nitroso-hydroxyprolins der Senkung der Wellenhéhe des 
Nitroso-prolins gleich werde; man kann also 


(a —2z)y = Zp (5) 
setzen. 

Nach der Einfiihrung der durch GI. (4) und (5) gegebenen Bedingungen in das 
Gleichungssystem (2), (3) erhalten wir durch die simultane Lésung dieses Systems 
die gesuchte optimale Zeit. Die transcendente Gleichung wurde mittels der Methode 
, trial and error“ gelést. Die Ergebnisse dieser Berechnungen werden in Tab. 1 an- 
gefihrt. 

Nach der Auffindung der zur Unterscheidung beider Komponenten not- 
wendigen Zeit arbeitet man am besten mit experimentell ermittelten Kichkurven. 
Mittels der ersten Eichkurve wird die gesamte molare Konzentration beider 
Iminosauren bestimmt. Das wird dadurch méglich, daB die Wellen beider Lerivate, 
wie bereits in der vorangehenden Mitteilung festgestellt wurde}2, in saurem Medium 
(py <2) in den Grenzen der Versuchsfelder, einander gleich sind. Die zweite Eich- 








1¢ T.S. Lee u. I. M. Kolthoff, Ann. N. Y. Acad. Sci. 58, 1094 [1951]. 
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kurve muB fiir das nach der sauren Hydrolyse im Gemisch verbleibende Nitroso- 
prolin konstruiert werden, wobei es am besten ist, von einer Reihe kiinstlich dar- 
gestellter Gemische auszugehen, welche ein verschiedenes Verhaltnis von Prolin 
und Hydroxyprolin enthalten. Fiir die Bestimmung von Hydroxyprolin in Hydroly- 
saten von Skleroproteinen wurde zur Konstruktion der Eichkurve ein Albumin- 
hydrolysat angewendet, zu welchem eine bekannte Menge Hydroxyprolin und 
Prolin zugegeben wurde. Wie Lee und Kolthoff?}® zeigten, kann die Eichkurve 
durch Berechnung konstruiert werden, soweit die Werte der Geschwindigkeits- 
konstanten bekannt sind. Wir nehmen an, daB fiir praktische Bestimmungen 
der erste Vorgang verlaBlicher ist. 


Ergebnisse und Diskussion 


Bei der Nitrosierung 0,50-m. NaNO, in 0,25-n. HCl erfolgt quanti- 
tative Bildung der Nitrosoderivate (Abb. 1). Versuche mit niedrigeren 
Nitritkonzentrationen sprechen dafir, da die Reaktion des Amins mit 


| 








Abb. 1. Abhangigkeit der Konzen-  907-m 
tration von N-Nitroso-prolin (A) 

und N-Nitroso-hydroxyprolin (o) 

von der Zeit. Anfangskonzentra- 

tion des Prolins (des Hydroxy- 
prolins) 1-10~?-m. in 0,50-m. Na- 
triumnitrit und 0,25-n. HCl. Tem- 

peratur 22 + 1°. 0005 
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Salpetriger Saéure eine Gleichgewichtsreaktion ist, wobei die Gleich- 
gewichtskonstante der Bildung von N-Nitrosohydroxy-prolin gréBer ist 
als die der N-Nitroso-prolinbildung, so daB zur quantitativen Bildung 
des Nitrosoprolins eine kleinere Menge von Salpetriger Saure geniigt. 

Bei 20° lauft die Reaktion des Prolins sowie des Hydroxyprolins 
mit Salpetriger Saiure geniigend schnell ab, die Halbzeit ist in beiden 
Fallen kleiner als 1 Min. Orientierungshalber wurde die Nitrosierungs- 
geschwindigkeit auch bei 0° und 10° untersucht. Mit steigender Tempe- 
ratur wachst dieselbe; die Arrheniussche Aktivationsenergie betrigt un- 
gefihr 20 keal/Mol. Diese Versuche wurden angesichts der schwierigen 
Definierbarkeit der Losungen von Salpetriger Saure nicht quantitativ 
ausgewertet. Fiir analytische Ziele wird die Reaktion am besten bei 
Zimmertemperatur (20—25°) 15 Min. lang ausgefiihrt. Aus Abb. 1 geht 
hervor, daB die Verlingerung der Nitrosierungszeit auf 60 Min. keinen 
KinfluB auf die Konzentration der gebildeten Nitrosamine besitzt. 

Aus Abb. 2, die das Ergebnis der Analyse von fiinf Proben mit der 
gleichen Menge von Prolin zeigt, geht die gute Reproduzierbarkeit der 
Bestimmung hervor. Der Vergleich der Wellenhéhe von Lésungen von 
N-Nitroso-hydroxyprolin sowie N-Nitroso-prolin, welche einerseits aus 
definierten Praparaten der Nitrosoderivate, andererseits aber durch die 
Nitrosierung beider Aminosaduren dargesteilt worden waren (Abb. 3), 
ist ein Beweis dafiir, daB die Nitrosierung praktisch quantitativ ver- 
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lauft. Die Wellen besitzen zwar ein verschieden entwickeltes Plateau 
des Limitstromes, deren Hohen sind jedoch in den Grenzen der Ver. 
suchsfelder einander gleich. 

Hydrolyse der N-Nitrosoderivate: In der vorangehenden 
Arbeit! befaBten wir uns detailliert mit der Untersuchung der Kinetik 
sowie des Reaktionsschemas der Zersetzung von N-Nitrosaminen in stark 
saurem Medium. Auf Grund dieser Arbeit wandten wir zur Hydrolyse 
von N-Nitroso-hydroxyprolin 1l-n.HCl an. Die Geschwindigkeitskon. 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Nitrosierung von Prolin. Nitro- 
siert wurde eine 1-10~?-m. Lésung. Die Kurven wurden von der zweiten Windung 
an aufgezeichnet, bei kathodischer Polarisation, 0,2 V pro Abszisse, Empfindlich- 
keit 1:30. Die Nitrosierung wurde in fiinf unabhaingigen Lésungen ausgefiihrt. 


Abb. 3. Vergleichung der Wellenhéhen von durch Nitrosierung 'dargestelltem 

Nitroso-hydroxyprolin (1) mit einer Lésung von standardisiertem Nitroso-hydroxy- 

prolin (2) und dasselbe fiir Nitroso-prolin (3,4). Die Kurven wurden von der 

zweiten Windung an bei kathodischer Polarisierung aufgezeichnet, 0,2 V pro 
Abszisse, Empf. 1:40, Konzentration 4-10~4-m. 










































































stanten der Hydrolyse von N-Nitroso-prolin und N-Nitroso-hydroxy- 
prolin muBten deshalb neu bestimmt werden, weil deren Wert von der 
Gegenwart des Harnstoffs und weiterer nach der Nitrosierung im Reak- 
tionsgemisch verbleibender Substanzen etwas beeinfluBt wird. In Tab. 1 
sind die Werte der Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse von 
N-Nitroso-prolin sowie N-Nitroso-hydroxyprolin in Abhangigkeit von 
der Konzentration der Natriumchlorid (~0,50-m.) und Harnstoff 
(~ 0,50-m.) enthaltenden Chlorwasserstoffsiure angefiihrt. Den Verlauf 
der Hydrolyse beider Derivate in Chlorwasserstoffsiure zeigt Abb. 4. 
Abb. 5 gibt ein Polarogramm mit der Zeitabhingigkeit der polaro- 
graphischen Welle eines Gemisches beider Nitrosoderivate. Die erste 
Phase der schnellen Konzentrationssenkung des N-Nitroso-hydroxy- 
prolins ist ebenso wie die zweite Phase, wihrend der sich die Wellen- 
hohe in einem ahnlichen Zeitintervall nur wenig andert, gut sichtbar. 
Aus den Ergebnissen geht hervor, dafs N-Nitroso-hydroxyprolin unter 
diesen Bedingungen viel leichter der Hydrolyse unterliegt als N-Nitroso- 
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prolin. Die Hydrolysendauer wird so gewahlt, damit in einer Lésung 
gleicher Molaritat beider Nitrosoderivate eben eine Senkung um 50% 
vor sich geht (siehe ,,Auswertung der Ergebnisse‘), das heiBt, daB die 
Konzentration des bisher nicht zersetzten N-Nitroso-hydroxyprolins der- 
selben des N-Nitroso-prolins, welches zersetzt wurde, eben gleich ist. 
Der Einflu&8 der tbrigen Aminosaéuren im Hydrolysat: 
Die primaren Aminogruppen werden unter der Einwirkung von Sal- 
petriger Saéure in polarographisch inaktive Hydroxylgruppen iiberge- 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Zeitabhaingigkeit der Konzentration von WN-Nitroso-prolin (A) und 

N-Nitroso-hydroxyprolin (0) in 9,84-n. HCl, in Gegenwart von 0,50-m. Harnstoff 

und 0,05-m. NaCl bei 25°. Den experimentellen Punkten sind tkeoretische Kurven 
fiir kp = 0,0022 min-! und ky = 0,0716 min— unterlegt. 


Abb. 5. Abhangigkeit der Wellenhéhe eines Gemisches von N-Nitroso-prolin und 

N-Nitroso-hydroxyprolin (Kollagen) von der Zeit. Medium ~ 9,8-n. HCl, die 

iibrigen Hydrolysenbedingungen sind wie bei Abb. 4. Die Kurven wurden von der 

zweiten Windung an bei kathodischer Polarisation aufgezeichnet, 0,2 V pro 
Abszisse, Empf. 1:20. 


fihrt. Es war notwendig, jenen Aminoséuren Aufmerksamkeit zu schen- 
ken, bei denen prinzipiell erwartet werden konnte, daB sie bei den an- 
gewendeten Bedingungen nitrosiert werden kénnen, wie Tyrosin, Pheny]- 
alanin und Histidin. Durch Versuche mit reinen Aminoséuren wurde 
ermittelt, daB bei den zur Darstellung von Nitrosoaminosiéuren an- 
gewendeten Reaktionsbedingungen aus keiner dieser Aminoséuren ein 
mit den Wellen der Nitrosoiminosaéuren interferierendes polarographi- 
sches Produkt entsteht. Dieser Versuch wurde noch durch die Unter- 
suchung der polarographischen Eigenschaften der Produkte von Serin, 
Threonin und Tryptophan erginzt. Nur das Tryptophan lieferte ein 
polarographisch aktives Produkt; dieser Umstand ist jedoch bei durch 
saure Hydrolyse gewonnenen Aminosiuregemischen ohne Bedeutung, da 
Tryptophan dabei bekanntlich zerstért wird?°. 

Die Bestimmung von Hydroxyprolin und Prolin in 
Proteinhydrolysaten: Um die praktische Anwendbarkeit der Me- 


20 R. A. Gortner u. M. J. Blish, J. Amer. chem. Soc. 37, 1630 [1915]. 
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thode auf biologisches Material zu belegen, wurde der Hydroxyprolin- 
und Prolingehalt in den Hydrolysaten einiger typischer Skleroproteine 
(Abb. 6) sowie auch von Gelatine bestimmt und mit den Ergebnissen 
anderer Autoren verglichen. Die erzielte gute Ubereinstimmung zeigt 
Tab. 2. Der Vergleich des Aminosiuregehalts von Kollagen bzw. Elastin 
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Abb. 6. Beispiele fiir die Bestimmung von Hydroxyprolin und Prolin in Hydroly- 
saten von Skleroproteinen. 

Kollagenhydrolysat aus tendo Achilli (1), Hydrolysat von Skleroproteinen aus der 

Lunge eines erwachsenen (2) sowie eines jungen Rindes (3). Die Welle (a) stellt die 

Summe von Hydroxyprolin und Prolin vor, die Welle (b) gehért zu Prolin. 
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Tab. 2. Die Bestimmung von Hydroxyprolin und Prolin in biologischem Material. 


























Hydroxyprolin* Fub Prolin* 
— Chvapil Hin, Chvapil | Literatur- |FuBnoten- 
u. Zah- | Literatur- weis | U: Zah- angaben Hinweis 
radnik angaben - radnik 
Kollagen** 13,7 13,4—13,7 5 19,7 
Kollagen*** 13,7 13,0 5 14,8 15,1—17,5 22—25 
Elastint 1,3 1,8— 1,9 5 14,6 15,.2— 15,6 27, 28 
Gelatine 14,3 14,1; 14,4 §,21 15,5 14,8—17,6 23—26 
DGF 
* Hydroxyprolin und Prolin in g/100 g Protein angegeben. 


** Kollagen aus tendo Achilli des Stieres, dargestellt nach Lowry und Mitarbb.**. 
*** Kollagen aus der Schwanzsehne der erwachsenen Ratte, unmodifiziert. 
t+ Elastin aus ligamentum nuchae des Stieres, nach Banga und Balo*® dargestellt. 


21 J. E. Eastoe, Biochem. J. 61, 589 [1955]. 

22 R. E. Neuman, Arch. Biochemistry 24, 289 [1949]. 

23M. Bergman u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 128, 217 [1939]. 

24 A.C. Chibnall, J. int. Soc. Leather Trades’ Chemists 30, 1 [1946]. 

25 W.H. Stein u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 184, 627 [1940]. 

26 H. R. Ing u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 129, 603 [1939]. 

27 W. H. Stein u. E. G. Miller, J. biol. Chemistry 125, 599 [1938]. 

*8 C. E. Graham, H. K. Waitkoff u. 8. W. Hier, J. biol. Chemistry 177, 
529 [1949]. 

29 0. H. Lowry, D.R. Gilligan u. E. M. Katersky, J. biol. Chemistry 
139, 795 11941]. 
30 1. Banga u. J. Bald. Acta physiol. Hungar. 6, 235 [1954]. 
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hat allerdings nur relativen Wert, da die Darstellungsweise der Sklero- 
proteine und damit die einzelnen Praparate verschieden sind. 


SchluBfolgerung 


Die beschriebene Methode hat im Vergleiche mit existierenden 
Methoden zur Bestimmung von Hydroxyprolin zwei Nachteile: 1. das 
Hydroxyprolin wird als Differenz bestimmt, 2. die Arbeitsweise ist ver- 
hiltnismaBig schwierig, Hydrolysenzeit und -temperatur miissen genau 
eingehalten werden. Dieser zweite Nachteil fallt jedoch nicht mehr ins 
Gewicht, wenn es sich um eine gr6Bere Serie von Bestimmungen handelt. 
Das Verfahren besitzt aber folgende Vorteile: 1. gute Reproduzierbarkeit, 
2. gleichzeitige Bestimmung beider Iminosiauren, 3. keine besonderen 
Anforderungen an die Reinheit der Reagenzien, 4. eine groBe Spezifitat, 
5. die allen polarographischen Bestimmungen gemeinsamen Vorteile (Be- 
stiindigkeit der Aufzeichnung usw.). 

Die Genauigkeit der Bestimmung ist dieselbe wie bei den tibrigen 
polarographischen Methoden. Bei gut entwickelten Wellen, die hdher 
sind als 30 mm, iiberschreitet der Ablesungsfehler der polarographischen 
Welle nicht + 2%, derjenige der Hydroxyprolinbestimmung betragt 
maximal + 4% seines Gehaltes. Auch bei voller Empfindlichkeit des 
Galvanometers sind die Wellen beider Derivate sehr sch6n entwickelt, 
bei einer Empfindlichkeit desselben von ungefahr 2-10-* A/cm kann leicht 
ungefahr 1 wg des Nitrosoderivates in 1 mi der polarographierten Loésung 
bestimmt werden (10-mm-Welle). Eine weitere Steigerung der Emp- 
findlichkeit der Methode wird augenscheinlich durch einen anderen Vor- 
gang bei der Hydrolyse sowie der nachfolgenden Neutralisierung erreicht 
werden k6nnen. 

Zusammenfassung 


Die polarographische Bestimmung von Prolin und Hydroxyprolin 
nebeneinander in einem durch saure Hydrolyse von Proteinen gewon- 
nenen Aminosdéuregemisch wird beschrieben. Das Aminosduregemisch 
wird nitrosiert, wobei nur Prolin und Hydroxyprolin in polarographisch 
aktive Nitrosamine iibergehen. Zur Bestimmung von Nitrosoprolin neben 
Nitroso-hydroxyprolin wird der groBe Unterschied der Geschwindigkeits- 
konstanten ihrer Hydrolyse durch Salzsaure beniitzt. Die Methode wurde 
mit Erfolg auf Proteinhydrolysate angewandt. 

Summary 

A polarographic method is described for the determination of proline 
and hydroxyproline present together in amino acid mixtures obtained 
by acid hydrolysis of proteins. On nitrosation of the amino acid mixture 
only the proline and hydroxyproline yield polarographically active 
nitrosamines. Nitrosoproline and nitrosohydroxyproline are estimated by 
utilizing the great difference in the velocity constants of the hydrolysis 
with hydrochloric acid. The method has been successfully applied to 
protein bydrolysates. 
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Zur Frage der Identitat der pflanzlichen Urease 
mit der Magenurease I 


Der EinfluB des p,, auf die Aktivitat der Magenurease 
Von 
Todor Nikoloff 


Aus dem Institut fiir Biochemie der Medizinischen Fakultét Sofia (Bulgarien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1956) 


Die Eigenschaften der Magenurease sind verhaltnismaBig wenig er- 
forscht. Die meisten der vorliegenden Angaben deuten auf eine grobe 
Ahnlichkeit und sogar auf volle Identitat zwischen der pflanzlichen und 
der Magenurease hin!~’. 


Die Untersuchungen sind gewohnlich mit rohen Extrakten oder mit Extrakten 
aus Schleimhautpulver durchgefiihrt worden. Eine Methode zur Gewinnung ver- 
haltnismaBig reiner Urease-Praparate hat Fossel* vorgeschlagen. 

Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Aktivitat der Magen- 
urease wurde erstmalig von Luck und Seth?! untersucht. Nach ihnen hangt das 
py-Optimum der Magenurease wie bei der pflanzlichen Urease von der Konzentra- 
tion des Substrats ab, doch liegt es allgemein bei héheren py-Werten — etwa 8,1 
fiir eine 0,02-m. und 7,5 fiir eine 1-m. Harnstofflésung. Dieser Untersenied soll 
auf Verunreinigungen der Fermentpraparate beruhen. 

Fossel*® fand die py-Kurve eines von ihm gewonnenen Praparates mensch- 
licher Magenurease (postoperativer Magen-Ulcus) ahnlich derjenigen der pflanz- 
lichen Urease. Das pH-Optimum lag bei 7,2—7,6. Dieselbe Ahnlichkeit stellten 
auch Pearson und Smith’ bei einem Urease-Praparat aus dem Inhalt des Rinder- 
Rumens (anscheinend bakteriellen Ursprungs) fest. 

Interessant ist auch die Beobachtung von Steppuhn und Ljubowzoff’, 
nach der die Urease aus Hundeleber bei pp 5—6 eine héhere Aktivitat zeigt, als 
bei px 7,2—7,5. 

Die geringe Anzahl von Untersuchungen iiber die Abhingigkeit der 
Magenurease-Aktivitét vom pu-Wert und die Beobachtung von Step- 
puhn und Ljubowzoff, die nicht weiter verfolgt wurde, veranlaBten 
uns, dieses Problem eingehender zu untersuchen. 


Methodik 


Die py-Abhangigkeit folgender Ureasepraparate wurde untersucht: 


1. Extrakt oder Homogenat aus der Katzenmagenschleimhaut: 
Erwachsene Katzen, die 1—-2 Tage Milch- oder Fleischdiait bekommen hatten, 
wurden durch Ausbluten in Athernarkose getétet. Ein steril ausgeschnittenes 


J.M. Luck u. T.N. Seth, Biochem. J. 18, 1227 [1924]. 
S. Majorow, Biochem. Z. 241, 228 [1931]. 
L. Martin, J. biol. Chemistry 102, 131 [1933]. 
M. Fosse], diese Z. 282, 164 [1947]. 
M. Fossel, Wiener klin. Wschr. 60, Hf. 4 [1948]. 
D. Glick u. E. Zak, Arch. Biochemistry 28, 305 [1950]. 
R. M. Pearson u. J. A. B. Smith, Biochem. J. 37, 148 [1943]. 
O. Steppuhnu. Xenia Utkin Ljubowzoff, Biochem. Z. 146, 115 [1924]. 
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Magenstiick aus der Fundus- und Korpusgegend wurde einige Min. in flieBendem 
Wasser gewaschen. Die Magenschleimhaut wurde abgetrennt und ein 10-proz. 
waBr. Extrakt oder ein 10-proz. Homogenat (Homogenisator nach Potter- 
Elvehjem’) hergestellt*. 

2. Extrakt aus menschlicher Magenschleimhaut (10-proz.): Dazu 
wurde ein von einem Ulcuskranken operativ entnommener Magen verwendet. 

3. Urease-Praparat aus Menschen- und Katzenmagen nach Fossel! 
(0,5-proz. waBr. Lésung): Aus 132 g Katzenmagenmucosa wurden 0,42 g eines 
wasserléslichen Ureasepraparates hergestellt, das die zehnfache Aktivitaét des 
Pulvers aus derselben Schleimhaut aufwies. Aus 80 g menschlicher Magenmucosa 
erhielten wir 0,35 g eines wasserléslichen Ureasepraparates. 

4. Pulver von menschlicher und von Katzenmagenschleimhaut, 
das als Zwischenprodukt bei der Gewinnung des Magenurease-Priaparates erhalten 
wurde. 1,25°% Katzenmagenschleimhaut- und 5% Menschenmagenschleimhaut- 
Suspension wurden 15 Min. durchgeschiittelt und filtriert. Zur Untersuchung wurde 
das Filtrat verwendet. 

5. Sojabohnenmehl-Extrakt: Frisch bereitetes Sojabohnenmehl wurde 
mit Wasser zu einer 5-proz. Suspension verrieben, die anschlieBend zentrifugiert 
wurde. Der Uberstand wurde auf das 10fache Volumen mit Wasser verdiinnt. 

6. Gereinigtes Praparat aus Soja-Urease?®: Aus 100g Sojabohnen- 
mehl wurden etwa 5 mg mikrokristallines Trockenpraparat gewonnen. Zur An- 
wendung gelangte eine 0,01-proz. Wasserloésung. 

Die Urease-Aktivitat wurde nach Martinson™ bestimmt: 2 ccm der 
ureasehaltigen Lésung wurden mit 2 ccm 0,1-m. Phosphat-Acetat-Puffer und mit 
2 ccm 0,05- oder 0,1-m. Harnstofflésung versetzt. Nach 15 oder 30 Min. Inkubation 
bei 37° wurden 1 ccm 40-proz. Trichloressigsiure zugegeben, filtriert und Ammoniak 
in 2 cem des Filtrats nach Conway bestimmt. 

Die Aktivitét der Urease wurde bei 7—11Stufen zwischen py 4,0—8,1 
gemessen. Da das py-Optimum der pflanzlichen Urease von der Zusammensetzung 
des Puffers abhangt!*, wurde iiber den ganzen py-Bereich ein gemischter Phos- 
phat-Acetat-Puffer verwendet. A 

Die Zugabe von Fermentlésungen zu den Puffern fiihrt zu Anderungen der 
pu-Werte. Diese Anderungen wurden im voraus elektrometrisch mit der Glas- 
elektrode bestimmt und bei den nachfolgenden Untersuchungen beriicksichtigt ; 
daher sind auf den Abbildungen die Anfangs-py-Werte der Mischungen und nicht 
diejenigen der Puffer aufgetragen. 


Ergebnisse 


Die Versuche mit Homogenat und Extrakt aus der Magenschleim- 
haut zeigten eine analoge Abhangigkeit der Urease-Aktivitat vom pu. 
Die Urease-Aktivitét der Extrakte ist jedoch im allgemeinen geringer. 

Die pu-Abhiangigkeit der Urease-Aktivitat in Extrakten und Homo- 
genaten aus Katzenmagenschleimhaut wurde an 43 Schleimhauten 
(20 Extrakte und 23 Homogenate) bestimmt. In 5 Fallen war die Urease- 
Aktivitaét sehr schwach bzw. nicht meBbar. Die pq-Aktivitatskurven der 
ibrigen 38 Préiparate konnen in 4 Typen aufgeteilt werden (vgl. Abb. 1). 


* Alle Versuche wurden mit aus dem Glaskiihler doppelt destilliertem Wasser 
durchgefiihrt. 

® V.A. Potter u. C.A.Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]. 

10 §. D. Balachowsky u. I.S. Balachowsky, Methoden der chemischen 
Blutuntersuchung (russ.), Moskau, 1953, S. 390. 

11 E. Martinson, Biochimia (russ.) 15, 121 [1950]. 

12 E. J. Conway u. E. O'Malley, Biochem. J. 36, 655 [1942]. 

13 §. I. Howell u. J. B. Sumner, J. biol. Chemistry 104, 619 [1934]. 
15* 
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Typ I war am hiaufigsten vertreten (22 Fille = 58%). Die pa-Kurve 
dieses Typs zeigte zwei klar ausgebildete Optima. Eines lag bei pu 7,8 
bis 8,0 (,,basisches‘‘ Optimum) und das andere bei pu 5,1—5,6 (,,saures“ 
Optimum). Zwischen beiden Optima lag ein Aktivitaétsminimum. Das 
*,,saure“‘ Optimum lag bei Typ I immer tiefer, oder es war héchstens 
gleich hoch wie das ,,basische‘‘ Optimum. 

Beim Typ II (7 Fille = 18,5°,) war das ,,saure‘‘ Optimum héher 
als das ,,basische“‘. In 2 Fallen fehlte das ,,basische‘‘ Optimum tiberhaupt. 

Typ III (7 Falle = 18,5%) zeigte kein ,,saures“‘ Optimum. Statt 
dessen zeigt die Kurve im Bereich, den dieses Optimum einnehmen 
muBte, einen horizontalen oder leicht abfallenden Verlauf — plateau“. 














8 R I 
t 6 ‘Abb. 1. py-Abhangigkeit der 
cs y Urease-Aktivitat 10-proz. Ex- 
= trakte (Homogenate) aus 
§ P — Pads a si I Katzenmagenschleimhaut, ge- 
s ‘* gentiber 0,05-m. Harnstoff- 
“ lésung, bei 30 Min. langer Ein- 
> wirkung. Erklarung siehe Text. 
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Bei Typ IV (2 Fille = 5%) war weder das ,,saure“ noch das 
, basische“’ Optimum klar ausgebildet. 

Wahrend Pulver aus Katzenmagenschleimhaut eine pa-Kurve mit 
zwei Optima, ahnlich Typ I ergab, war das ,,saure‘‘ Optimum des hieraus 
hergestellten gereinigten Priaiparates, wie Kurve a) der Abb. 2 zeigt, 
verschwunden, die Kurve gleicht denjenigen des Typs III; auBerdem 
war das ,,basische“ Optimum nach px 7,5 verschoben. 

Mit Extrakt aus Menschenmagenschleimhaut wurden fiinf Versuche 
durchgefiihrt. In drei Fallen ergab sich eine sehr niedrige bzw. nicht 
meBbare Aktivitat. Die iibrigen beiden ergaben Kurven analog Typ III. 

Pulver und Urease-Priparat aus einer menschlichen Magenschleim- 
haut ergaben px-Kurven, die der des Schleimhautextraktes entsprachen. 
Bei dem Urease-Praparat war das ,,basische‘‘ Optimum nach px 7,5 
verschoben (Abb. 2b). Das gleiche war bei einem Praparat aus Katzen- 
magen der Fall. 

Die pu-Kurven des Sojabohnenmehl-Extraktes und des héchst- 
gereinigten Priparates aus Soja-Urease waren untereinander gleich, doch 
verschieden von den Kurven, die mit der Magenurease erhalten wurden. 
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Abb. 2. pH-Aktivitatskurven, a) eines Urease-Praparates aus Katzenmagen, 
b) eines Urease-Praparates aus menschlicher Magenschleimhaut, c) eines Extraktes 
aus Sojabohnenmehl. 


Die mit Sojabohnenmehl erhaltene Kurve zeigt Abb. 2c. Das Opti- 
mum ist zugespitzt und liegt bei pu 7,1—7,3. Bei pu 4,5 zeigt die 
Sojabohnenurease fast keine Aktivitat. 
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Diskussion 


Diese Ergebnisse zeigen, da der Einflu8 der Wasserstoffionen auf 
die Urease-Aktivitaét bei der pflanzlichen (Soja-)Urease und bei der 
Magenurease verschieden ist. Bei den meisten Versuchen mit Magen- 
urease werden zwei pq-Optima beobachtet, dort aber, wo eines fehlt, 
k6nnte der horizontale Verlauf der pa-Kurve das Vorhandensein eines 
verborgenen Optimums andeuten. Bei px 4,5 zeigt die pflanzliche Urease, 
im Gegensatz zur Magenurease, keine meSbare Aktivitat. Das ,,basische“ 
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Abb. 3. Vergleich zwischen 
pu-Kurven der Sojabohnen- 
urease (1), der Urease aus dem 
Extrakt der Katzenmagen- 
schleimhaut — Type I (2) und 
des Urease-Praparates. aus 
Katzenmagenschleimhaut (3). 
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Optimum der Magenurease liegt bei hGherem px als das der Sojabohnen- 
urease und nahert sich nach Reinigung der Praparate dem letzteren, 
ohne es aber zu erreichen. Die Unterschiede zeigt Abb. 3. 

Unsere, fiir Sojabohnen-Urease erhaltenen Werte, stimmen mit den 
Literaturangaben gut iiberein!*. Die Lage des ,,basischen‘‘ Optimums der 
Urease aus rohen Priparaten der Katzenmagenschleimhaut (Extrakt und 
Homogenat) deckt sich sehr gut mit den Angaben von Luck und Seth!, 
welche das Optimum der Magenurease (Extrakt aus Mucosapulver) bei 
pu 8,1 (0,02-m. Harnstofflésung) und bei pu 7,5 (1-m. Harnstofflésung) 
fanden. Bei unseren Versuchen liegt dieses Optimum bei px 7,8—8,0. 
Das ,,basische“‘ Optimum der nach Fossel gereinigten Praparate aus 
der Magenurease deckt sich mit dem von Fossel‘ bestimmten Opti- 
mum, pu 7,5. 





4 J.B. Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, Vol. I, part 2, chapter 24, 
Academic Press, New York 1951. 
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Die Versuche zeigen, daB das ,,basiscke“‘ Optimum der Magenurease 
sich nach Reinigung des Ferments zu niedrigeren py-Werten verschiebt. 
Dies scheint offenbar die Annahme von Luck und Seth? zu bestitigen, 
die die Unterschiede auf Verunreinigungen zuriickfiihren. Doch deckt 
sich auch bei einem ziemlich gereinigten Praiparat aus der Magenurease 
das ,,basische“’ Optimum nicht mit dem Optimum der pflanzlichen 
Urease. 

Das Vorhandensein eines ,,;sauren“’ Optimums bei der Magenurease 
ist bisher noch nicht beschrieben. 

Anscheinend haben Luck und Seth! den Verlauf der py-Kurve der Magen- 
urease unterhalb von 7,0 nicht untersucht. Auch Fossel*® meint, daB der Verlauf 
der po-Kurve bei der Magen- und der pflanzlichen Urease analog sei. 

Zu der von Pearson und Smith’ festgestellten Ahnlichkeit der Urease des 
Inhalts des Rinder-Rumens mit der pflaazlichen Urease wird bemerkt, daB nach 
ihrer Abb. 4 die von ihnen untersuchte Urease ein ziemlich breites Optimum 
zwischen pH 7—9 zeigt. Zwischen pH 2,5—11,5 geben die Autoren nur 12—14 
Punkte an, vorwiegend in der Gegend des Optimums. Im pqy-Intervall 5—6 (in 
welchem wir das ,,saure“‘ Optimum der Magenurease finden) findet sich in den drei 
Kurven der Abb. 4? nur je ein MeBpunkt. 

Der verschiedenartige Verlauf der py-Kurven der pflanzlichen und 
der Magenurease 1a8t folgende Erklarungen zu: 

1. Die Magenurease ist von der pflanzlichen Urease verschieden. 
Das Vorhandensein zweier Optima spricht dafir, daB in der Magen- 
schleimhaut zwei Fermente vorhanden sind, wovon sich das eine im 
,sauren‘‘ Optimum von der pflanzlichen Urease unterscheidet, das Fer- 
ment mit dem ,,basischen‘‘ Optimum aber mit ihr identisch sein kann. 

2. Die Magenurease ist von Nebenstoffen (Verunreinigungen) be- 
gleitet, und diese wirken bei verschiedenen py-Werten hemmend oder 
aktivierend. 

Wir kénnen auf Grund der vorliegenden Befunde zwischen diesen 
beiden Moglichkeiten nicht entscheiden. Die Tatsache, daB sich die Kurve 
auch bei ziemlich gereinigten Praparaten der Magenurease von denen 
der pflanzlichen Urease betrachtlich unterscheidet, spricht fiir die Ver- 
schiedenheit der beiden Ureasen. Gewisse Unterschiede im Verlauf der 
Pu-Kurven von pulverisierter Magenschleimhaut und von Magenurease- 
Praiparat (Katze) kénnen mit verschiedenen Verlusten bei der Reinigung 
erklart werden. Im anderen Falle miiBte man annehmen, daB die auf 
die Magenurease-Aktivitaét wirkenden Stoffe sehr eng mit dem Ferment 
verbunden sind und sich bei der Reinigung fast nicht abtrennen lassen. 

Die Aufrechterhaltung einer verhaltnismaBig hohen Urease-Aktivi- 
tat bei niedrigen py-Werten spricht fiir eine Abwehrrolle des Fermentes 
gegen die Wirkung des Magensaftes auf die Magenschleimhaut?>-1%. Diese 
Abwehrwirkung kann in bezug auf die Magenschleimhaut oder in bezug 


15 J. M. Luck, Biochem. J. 18, 814 [1924]. 

16 OQ. FitzGerald u. P. Murphy, Irish J. med. Sci. VI 292, 97 [1950]. 

17 Q. FitzGerald u. P. Murphy, Nature [London] 162, 896 [1948]. 

18 R. W. von Korff, D. J. Ferguson u. D. Glick, Amer. J. Physiol. 165, 
695 [1951]. 
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auf die sie bewohnenden ureolytischen Mikroorganismen aufgefaBt wer- 
den, wenn die Theorie von Kornberg u. a.?® iiber den bakteriellen Ur- 
sprung der Magenurease zugrunde gelegt wird. 






Zusammenfassung 


1. Die po-Aktivitaétskurven roher (Extrakt, Homogenat) und ge- 
reinigter Praparate der Magenurease sind verschieden von derjenigen 
der pflanzlichen (Sojabohnen-)Urease. 

2. Die pu-Kurven der Magenurease zeigen gewohnlich zwei Op. 
tima — ein ,,basisches‘‘ und ein ,,saures‘‘. In manchen Fallen kann eines 
der beiden Optima verborgen sein. 

3. Bei Reinigung der Urease-Priparate aus Magenschleimhaut ver- 
schiebt sich das ,,basische“ Optimum von px 7,8—8,0 zu pu 7,5. 

4. Es ist méglich, daB die Magenurease sich von der pflanzlichen 
Urease unterscheidet und dafB in der Magenschleimhaut 2 Ureasen — 
die eine mit ,,saurem“ und die andere mit ,,basischem‘‘ Optimum — 
vorkommen. 

Summary 


1. The pu-activity curves both of crude gastric urease in the form 
of extracts and homogenates and of purified preparations of the enzyme 
differ from those of soya bean urease. 

2. The py-curves of gastric urease normally show a “‘basic’’ and an 
“acid’”’ optimum. In some cases one of the optima may be concealed. 

3. When urease preparations from gastric mucosa are purified the 
“basic” optimum is displaced from py 7.8—8.0 to pu 7.5. 

4. It is probable that gastric urease is different from vegetable urease 
and that two ureases are present in the gastric mucosa, one having an 
“acid”? optimum and the other a “basic” optimum. 


19 H.L. Kornberg, R. E. Davies u. D.R. Wood, Biochem. J. 55, ii 
[1953]; 55, iii [1953]; 56, 355 [1954]; 56, 363 [1954]. 
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Uber die Wirkung der Hitze und des Harnstoffes 
auf die Phosphorylase a und b des quergestreiften 
Kaninchenmuskels 
Von 
C. Lenti und M. A. Grillo 
Aus dem Institut fiir Biochemie der Universitit Turin (Italien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Dezember 1956) 


Schon seit laingerer Zeit haben Cori und Cori! beobachtet, daB 
kristallisierte Trypsinpraparate anscheinend die gleiche Wirkung auf die 
Phosphorylase a austiben wie das PR-Enzym (phosphorylase-rupturing 
enzyme) des quergestreiften Muskels: in einem dem vollstandigen proteo- 
lytischen Abbau vorausgehenden Angriff wird die Phosphorylase a durch 
das Trypsin in eine der Phosphorylase b enzymatisch ganz gleichwertige 
Form umgewandelt. Unlaingst berichtete Keller?, der die Unter- 
suchungen tiber diese Reaktion fortgesetzt hat, daB die durch das Trypsin 
verursachte Umwandlung der Phosphorylase a derjenigen gleichartig ist, 
die durch das PR-Enzym katalysiert wird: in beiden Fallen wird das 
Molekulargewicht der Phosphorylase a ungefahr halbiert ; dennoch unter- 
scheidet sich die durch das Trypsin gebildete Phosphorylase b elektro- 
phoretisch deutlich von der durch PR-Enzym gebildeten, auch wenn 
beide mit der Ultrazentrifuge nicht zu trennen sind. 

Linderstrom-Lang® hat vor einiger Zeit die Meinung geauBert, 
die langsame Wirkung des Trypsins auf die nativen Proteine und der 
rasche Abbau der denaturierten Proteine sprachen dafiir, daB das Sub- 
strat einer Anfangsreaktion unterliegt, durch welche es fiir die eigentliche 
Enzymwirkung vorbereitet wird. Diese Anfangsreaktion kann sowohl in 
einer Denaturierung wie in einer Spaltung bestimmter Peptidbindungen 
bestehen. Nach Christensen‘ bildet das Trypsin, wenn es auf das 
f-Lactoglobulin wirkt, vorerst ein denaturiertes Protein, das demjenigen 
gleicht, welches durch den Harnstoff gebildet wird. 

Da der Wirkungsmechanismus des Trypsins und des PR-Enzyms 
auf die Phosphorylase a noch nicht aufgeklirt ist, haben wir, von der 
Moglichkeit ausgehend, daB es sich auch in diesem Falle um einen der 
Denaturierung ahnlichen ProzeB handeln kénne, die Wirkung der Hitze 
und des Harnstoffes auf die Phosphorylase a des quergestreiften Muskels 
und gleichzeitig auf die Phosphorylase b untersucht. 


1G. T. Cori u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 158, 321 [1945]. 

2 Pp. J. Keller, J. biol. Chemistry 214, 135 [1955]. 

3 K. Linderstrom-Lang, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 14, 
117 [1950]. 
4 L. K. Christensen, Nature [London] 168, 1003 [1949]. 
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Methodik 


Krist. Phosphorylase a wurde nach der Methode von Green und 
Cori® aus dem Skeletmuskel vom Kaninchen dargestellt. Phosphory- 
lase b wurde nach Cori, Illingworth und Keller® durch Einwirkung 
des nach Keller und Cori’ dargestellten PR-Enzyms des quergestreif- 
ten Kaninchenmuskels auf Phosphorylase a gewonnen. 

Die Phosphorylase-Aktivitét wurde nach Cori, Cori und Green 
bestimmt’. Der Versuchsansatz bestand aus 0,15 ml der Enzymlésung, 
0,5 ml Glykogen, 2-proz. in 0,05-m.Trihydroxymethylaminomethan- 
Maleat-Puffer (px 6,8), 0,2 ml 0,064-m.Glucose-1-phosphat und 0,2 mi 
Wasser oder 0,015-m. Adenosin-5-phosphat. Nach 5 Min. bei 30° wurde 
die Reaktion durch Hinzufiigen von 1 mi 10-proz. Trichloressigsiure 
unterbrochen. Auf einem Teil der Fliissigkeit, die durch Zentrifugieren 
getrennt wurde, wurde PO,*° nach Youngburg und Youngburg?® be- 
stimmt. In den Tabellen sind die Ergebnisse in wg anorganischen Phos- 
phors, der pro Ansatz abgespalten wurde, angegeben. 

Die Viscositét wurde bei 18° mit einem Ostwald-Viscosimeter 
(DurchfluBzeit mit dest. Wasser 1 Min. 3 Sek.) gemessen. 

Glykogen und Harnstoff waren Praparate von E. Merck (Darm- 
stadt), Glucose-1-phosphat von General Biochemicals, Inc. (Chagrin 
Falls), Adenosin-5-phosphorséure von Sigma Chemical Comp. (St. 
Louis). 


Ergebnisse 
Wirkung der Hitze auf die Phosphorylase a: WaBrige 
Phosphorylase a-Lésung (px 6,8) wird bei 50° in 30 Min. vdollig inakti- 
viert. Wird die Enzymlésung ebensolange bei nur 30° gehalten, so 
kommt es zu einer partiellen Inaktivierung, die mit dem Anstieg der 
Temperatur progressiv zunimmt (s. Abb. 1). 
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al Abb. 1. Wirkung 30 Min. langer Er- 
60 warmung auf die Phosphorylase a. 
40 » Ordinate: Relative Phosphorylase- 
K Aktivitat. 
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5 A. A. Green u. G. T. Cori, J. biol. Chemistry 151, 21 [1943]. 

6 G. T. Cori, B. Illingworth u. P. J. Keller in: S. P. Colowick u. N. O. 
Kaplan, Methods in Enzymology, Acad. Press., New York 1955, Bd. I, 8. 204. 

7 Pp. J. Keller u. G. T. Coriin: S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, 1. c.8, S. 203. 

§ C.F. Cori, G. T. Cori u. A. A. Green, J. biol. Chemistry 151, 39 [1943]. 
® G. E. Youngburg u. M. V. Youngburg, J. Lab. clin. Med. 16, 158 [1930]. 
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Tab. 1. Wirkung von Adenosin-5-phosphat auf die Inaktivierung 
durch 30 Min. langes Erwairmen der Phosphorylase a (je 2 Versuche). 








Tempe- ug P abgespalten 
ratur ohne Adenosin-5-phosphat | mit Adenosin-5-phosphat 
°C I | II I | II 
18 43 42 78 71 
37 24 25 75 74 
20 53 55 74 81 
50 0 0 83 79 








Tab. 2. Reversibilitaét der durch Erwarmen verursachten Inaktivierung der 
Phosphorylase a durch Adenosin-5-phosphat (je 2 Versuche). 














. ug P abgespalten 

Phosphorylase a, 30 Min. erwarmt auf I ll 
20° 43 47 
20°, anschlieBend mit Adenosin-5-phosphat versetzt 79 84 
37° 20 18 
37°, anschlieBend mit Adenosin-5-phosphat versetzt 78 75 
20° 53 55 
20°, anschlieBend mit Adenosin-5-phosphat versetzt 81 80 
50° 0 0 
50°, anschlieBend mit Adenosin-5-phosphat versetzt 89 76 


Die waiBrige Lésung der Phosphorylase a, welcher 0,0015-m. Adeno- 
sin-5-phosphat zugesetzt wird, bewahrt ihre Aktivitaét vollstaéndig, wenn 
sie 30 Min. lang bei 37° oder auch bei 50° gehalten wird (Tab. 1). 

Setzt man der 30 Min. lang bei 37° oder bei 50° gehaltenen und so 
teilweise inaktivierten Phosphorylase a-Lésung 0,0015-m. Adenosin-5- 
phosphat zu, so erlangt das Enzym seine urspriingliche Aktivitat wieder 
(Tab. 2). 

Die relative Viscositaét 0,25-proz. wiBr. Lésungen der Phosphory- 
lase a (px 6,8) mit oder ohne Zusatz von 0,0015-m. Adenosin-5-phosphat 
ist nach 30 Min. langem Erwarmen im Thermostaten auf 30—45° ebenso 
groB wie diejenige von Enzymlésungen, die bei 20° gehalten worden 
sind; durch ebensolanges Erhitzen auf 50° nimmt sie jedoch zu (Tab. 3). 


Tab. 3. Wirkung der Hitze auf die relative Viscositaét waBriger 
Lésungen von Phosphorylase a. 








Tempe- relative Viscositat 
ratur ohne Adenosin-5-phosphat | mit Adenosin-5-phosphat 
0G n n 
20 1,7 1,7 
40 1,7 1,7 
50 2,3 2,3 
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Versetzt man eine Lésung von Phosphorylase a, die 30 Min. bei 5()° 
gehalten worden ist, mit 0,0015-m. Adenosin-5-phosphat, so bleibt die 
relative Viscositaét unverandert. 

Wirkung der Hitze auf die Phosphorylase b: Wie Abb. 2 
zeigt, biiBen waBrige Losungen von Phosphorylase b (pu 6,8), die bei 
30 Min. langem Erwarmen erst oberhalb von 40° ihre Aktivitat ein, die 
bei 55° ganz verschwindet. 
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\ Abb. 2. Wirkung 30 Min. langer Er- 
60 ‘ wirmung auf die Phosphorylase b. 
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Ein Zusatz von 0,0015-m. Adenosin-5-phosphat zur wiaBrigen 
Lésung der Phosphorylase b, die man 30 Min. lang bei 45° gehalten 
hat, stellt die verlorene Aktivitaét nicht wieder her. Setzte man dagegen 
das Nucleotid (0,0015-m.) der Enzymlésung hinzu, bevor sie auf 45° 
erwairmt wird, ist die Inaktivierung bedeutend geringer (Tab. 4). Die 
schiitzende Wirkung héherer Konzentrationen von Adenosin-5-phos- 
phat ist nicht gréBer; im Gegenteil stdéren diese das Ingangkommen 
der Reaktion. 


Tab. 4. Wirkung von Adenosin-5-phosphat auf die Hitze- 
Inaktivierung der Phosphorylase b (je 2 Versuche). 











Phosphorylase b, ug P abgespalten 
30 Min. erwarmt auf I | II 
20° 6s 06| lls 
20° mit Adenosin-5-phosphat 45 47 
45° 9 9 
45° mit Adenosin-5-phosphat 19 21 


Halt man die Loésung der Phosphorylase b in Gegenwart von 
0,0015-m. Adenosin-5-phosphat 30 Min. bei 50°, so ist die Schutzwirkung 
des Nucleotids noch nachweisbar, doch vermindert. 

Wirkung von Harnstoff auf die Phosphorylase a: Die in 
2-m. Harnstoff (px 6,8) 30 Min. lang gehaltene Phosphorylase a ist voll- 
staindig inaktiv, wenn ihre Aktivitaét in Anwesenheit von 2-m. Harnstoff 
gemessen wird. Bei geringeren Konzentrationen des Harnstoffes der 
Enzymloésung und der Lésungen, in welchen man die Aktivitaét bestimmt, 
wird die Inaktivierung unvollstindig ; 0,025-m. Harnstoff ist unwirksam 
(s. Abb. 3). 
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Verdiinnt man die Lésung der Phosphorylase a in 2-m. Harnstoff 
(nach 30 Min. bei 20°) mit dest. Wasser bis zur Harnstoffkonzentration 
von 0,025-m., so gewinnt das Enzym seine verlorene Aktivitaét wieder 
(Tab. 5). 



































100 
Abb. 3. Wirkung des Harnstoffes auf 80 —. 
die Phosphorylase a. 60 S 
Ordinate: Relative Phosphorylase- 40 pi 
Aktivitat. 20 
0 05 1 15 2 


m-Harnstoff. —= 


Tab. 5. Reversibilitat der durch Harnstoff verursachten Inaktivierung 
der Phosphorylase a (je 2 Versuche). 








Phosphorylase a Fe 

| II 

“LC | fons ial len Seal le ashe ae ale ae er pa al urea. 33 31 

in 2-m. Harnstoff gelist. . ......2.2.2.. 0 0 
in 2-m. Harnstoff gelést, nach 30 Min. mit Wasser 

bis 0,025-m. Harnstoff verdiinnt. ..... . 30 28 





Ein Zuzug von 0,0015-m.—0,0045-m. Adenosin-5-phosphat zu 2-m. 
und 0,5-m. Harnstofflésungen der Phosphorylase a hebt die durch das 
Diamid verursachte Inaktivierung des Enzyms nicht auf. 

Wirkung des Harnstoffes auf die Phosphorylase b: Die 
in 3-m. Harnstoff geléste Phosphorylase b (px 6,8) verliert ihre Aktivitat 
vollstindig, wenn sie 30 Min. bei 20° gehalten wird und die Harnstoff- 
konzentration im Ansatz zur Bestimmung des Enzyms ebenfalls 3-m. ist ; 
0,5-m. Harnstoff ist unwirksam (s. Abb. 4). 
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Abb. 4. Wirkung des Harnstoffes auf 80 + 
die Phosphorylase b. 60 *, 
Ordinate: Relative Phosphorylase- 40 
Aktivitat. 20 ~ 
0 ! 2 3 D 


m-Harnstofft = —=— 


Die Zugabe von 0,0015-m.—0,0045-m. Adenosin-5-phosphat zu einer 
1,5-m. Harnstofflésung der Phosphorylase b ist ohne EinfluB auf die 
Inaktivierung des Enzyms. 
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Diskussion 


Durch die Wirkung der Hitze auf die Phosphorylase a bildet sich 
eine enzymatisch inaktive Verbindung, die der Phosphorylase b ahnlich 
ist; durch Zufiigung von Adenosin-5-phosphat gewinnt sie ihre urspriing- 
liche Aktivitaét wieder. Das verschiedene Verhalten der Phosphorylase b 
gegeniiber der Hitze beweist aber, dafs beim Erwarmen der Phospho- 
rylase a ein anderes Produkt entsteht als das durch Katalyse des PR- 
Enzyms des quergestreiften Muskels aus der Phosphorylase a, denn das 
letztere kann nach der Hitzeeinwirkung durch Zusatz von Adenosin-5- 
phosphat nicht mehr aktiviert werden. Durch die Wirkung der Hitze 
bildet sich also aus der Phosphorylase a eine Verbindung, die Phospho- 
rylaseaktivitaét ausiibt, die aber der Phosphorylase b nicht gleichwertig 
ist. Wenn die Zunahme der Viscositit eine Denaturierung der Enzym- 
lésung anzeigt, so wird die Phosphorylase a durch Erhitzen auf 50°, 
mit und ohne Adenosin-5-phosphat, denaturiert. Der Effektor Adenosin- 
5-phosphat gibt dem denaturierten Protein die enzymatische Aktivitit 
wieder zuriick, die Viscositatsinderung macht er jedoch nicht mehr 
riickgangig. Unlangst haben Anfinsen und Mitarbb.!® beobachtet, daB 
die Ribonuclease ihre katalytische Aktivitat beibehalt, wenn sie durch 
Harnstoff denaturiert ist. 

Die Phosphorylase b wird durch das Nucleotid vor der Wirkung der 
Hitze nur teilweise geschiitzt. 

2-m. Harnstoff inaktiviert die Phosphorylase a. Vermindert man die 
Konzentration des Diamids, so gewinnt das Enzym seine urspriingliche 
Aktivitaét wieder. In ahnlicher Weise wird nach Harris! und Michel” 
Trypsin durch 8-m. Harnstoff inaktiviert, erlangt aber seine Aktivitit 
wieder, wenn man die Harnstoffkonzentration erniedrigt. Bemerkens- 
wert ist die fiir die Phosphorylase a relativ niedrige, zur Inaktivierung 
notige Konzentration des Harnstoffes. Das Adenosin-5-phosphat ist auf 
die durch den Harnstoff verursachte Inaktivierung ohne EinfluB. 

Fiir die vollstaéndige Inaktivierung der Phosphorylase b ist nur eine 
wenig hodhere (3-m.) Harnstoffkonzentration notwendig. Ebenso wie bei 
der Phosphorylase a wird die Inaktivierung durch Adenosin-5-phosphat 
nicht aufgehoben. 


Zusammenfassung 


Die Phosphorylase a wird durch Hitze inaktiviert. Das denaturierte 
Enzym wird nach Zugabe von Adenosin-5-phosphat wieder aktiviert. 
Harnstoff verursacht eine reversible Inaktivierung, die von Adenosin-5- 
phosphat nicht gehemmt wird. 


10 C, B. Anfinsen, W.F. Harrington, Aa. Hvidt, K. Linderstrom- 
Lang, M. Ottesen u. J. Schellman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 
141 [1955]. 

u J.1I. Harris, Nature [London] 177, 471 [1956]. 
13H. O. Michel, Federation Proc. 15, 315 [1956]. 
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Die Phosphorylase b wird durch Hitze und Harnstoff auch inak- 
tiviert. Adenosin-5-phosphat schiitzt das Enzym teilweise vor der Hitze- 
inaktivierung, nicht aber vor der durch Harnstoff verursachten. 


Summary 


Phosphorylase a is inactivated by heat. The denatured enzyme is 
reactivated by addition of adenosine-5-phosphate. Urea causes reversible 
inactivation which is not inhibited by adenosine-5-phosphate. Phosphor- 
ylase b is also inactivated by heat and urea. Adenosine-5-phosphate 
partially protects the enzyme from heat inactivation but not from urea 
inactivation. 
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Reindarstellung und Analyse der Phosphoglucomutase 
aus Kartoffeln 
Von 


Hermann Boser 


Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir Biochemie, 
Hann. Miinden 
(Der Schriftlsitung zugegangen am 13. Dezember 1956) 


Herrn Professor Katsch in Dankbarkeit zum 70. Geburtstag gewidmet 


Phosphoglucomutase* aus Kaninchenmuskel wurde von Najjar 
kristallisiert erhalten und eingehend untersucht!. Eine Reindarstellung 
aus Pflanzenmaterial stand bisher noch aus. In der Kartoffel? wurde das 
Ferment nachgewiesen. Giri und Mitarbb.* beschreiben eine 4-fache An- 
reicherung aus Phaseolus radiatus; hier findet sich auch weitere Literatur 
tiber PGM in Pflanzen. 

Verglichen mit der betrachtlichen Phosphorylase-* und Phosphatase- 
aktivitat® ist die PGM-Aktivitaét des KartoffelpreBsaftes gering. Die 
PGM-Aktivitaten gleicher Gewichtsteile Muskel! und Kartoffel verhalten 
sich wie 3000: 1. Eine Uberschlagsrechnung erdffnet die Méglichkeit, dak 
die PGM-Reaktion Glucose-1-phosphat* — Glucose-6-phosphat* einen 
EngpaB im Ablauf der Glykolyse in der Kartoffelknolle bildet. Da dieses 
Ferment auBerdem nicht an Zellorganellen gebunden ist und bisher nur 
in der Cytoplasmafraktion nachgewiesen wurde®, kénnten sich Cyto- 
plasmaschadigungen (etwa durch Virosen bedingte) in der PGM-Aktivitat 
widerspiegeln. Wir fanden die Aktivitaét in blattrollkranken Kartoffel- 
knollen vermindert’. 


Die Isolierung der Phosphoglucomutase 


Tab. 1 bringt eine Ubersicht iiber die Anreicherung des Fermentes, 
Abb. 1 zeigt die papierelektrophoretische Kontrolle einiger Reinigungs- 
schritte. 

* Folgende Abkiirzungen werden gebraucht: PGM fiir Phosphoglucomutase, 
G-1-P fiir Glucose-1-phosphat, G-6-P fiir Glucose-6-phosphat, DNP fiir 2.4-Dini- 
trophenyl-. 

1 V. A. Najjar, J. biol. Chemistry 175, 281 [1948]. 

2 J.M. Bailey, J.G. Thomas u. W. J. Whelan, Biochem. J. 49, lvi [1951]. 

3 T. Ramasarma, J. Sri Ram u. K. V. Giri, Arch. Biochem. Biophysics 
53, 167 [1954]. 

4 W. J. Whelan u. J. M. Bailey, Biochem. J. 58, 560 [1954]. 

5 E. Pfankuch, diese Z. 241, 34 [1936]; B. Helferich u. G. v. Bruck, 
ebenda 295, 114 [1953]: 290, 48 [1952]. 

6 H. G. Hers, J. Bertnet, L. Berthet u. Ch. de Duve, -Bull. Soc. Chim. 
biol. 38, 21 [1951]. 

7 H. Boser, Biochem. Z. 328, 458 [1957]. 
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Der PreBsaft wird sofort nach der Gewinnung mit wenig Sulfit ver- 
setzt, um die Phenoloxydasen zu blockieren; offenbar ist sonst eine 
Tyrosinase in der Lage, auch das FermenteiweiB anzugreifen und die 
Aktivitét schnell zu zerstéren. Den Befund von Giri®, daB Sulfit unter 
den genannten Bedingungen die PGM-Aktivitat nicht herabsetzt, konnen 
wir bestatigen. 


Tab. 1. Isolierung der Phosphoglucomutase aus Kartoffelsaft. 





Gesamt- | Spezif. % Aus- 





Protein | Aktivitat | Aktivi- | beute an puntoroed 
(E)* tat ** Enzym eo 

10 1 Rohsaft m/200 an 

NassO,.. . s,s. S62) g 115 0,000328 | 100 1 
10 Min. auf 45° erhitzt; 

Diltrat 6. ws ss @ | 202 g 115 0,000571 100 1,74 
50—65°, (NH,).SO,- 

Sattigung; Niederschlag 3g 6,6 0,0022 5,75 6,7 


3 x (NH,),SO,-refraktio- 
niert; dialysiert. Nieder- 
schlag........ | 563mg] 4,53 | 0,0803 3,95 | 245 

Tricalciumphosphat; Uber- 
stand dialysiert und ge- 
friergetrocknet . . . . 15,1 mg 4,53 | 0,30 3,95 915 

















* E = Einheit definiert nach Najjar? als Fermentmenge, die in 5 Min. unter den angegebenen 
Bedingungen 1 mg siurestabilen P bildet. 
E/mg Protein. 
*** Aktivitit/mg Protein, wobei fiir Rohsaft willkiirlich der Wert 1 gewihlt wird. 





Abb. 1. Papierelektrophoretische Kontrolle 
(pH 8,6) einiger Anreicherungsschritte der 
Phosphoglucomutase. Die Zahlen driicken 797 
den Grad der Anreicherung (Aktivitat/mg 
Protein) aus. 1 = Kartoffelsaft, 915—reines { 
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Der erste Reinigungsschritt besteht in einer Hitzebehandlung des 
Saftes (pu 6, 10 Min. 45°); reichlich Fremdeiwei8 fallt aus, die PGM- 
Aktivitaét bleibt im Filtrat véllig erhalten. Das Filtrat wird auf 50% 
Ammoniumsulfatsittigung gebracht, der reichlich anfallende Nieder- 
schlag enthalt auch einen Grofteil der PGM-Aktivitaét. Es zeigte sich 
jedoch, daB eine Fraktionierung dieses Niederschlages trotzdem nicht 
lohnend ist, da die hauptsiachliche Verunreinigung, die schnellwandernde 
Kiwei8komponente, sich nicht vollstiéndig abtrennen lat. Die An- 
reicherungsstufen 28 und 101 in Abb. 1 charakterisieren derartige Ver- 
suche. Das Zentrifugat der 50-proz. Ammoniumsulfatsattigung wird 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 307 16 
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weiter auf 65-proz. Sattigung gebracht. Es fallt jetzt nur wenig Niedc r- 
schlag an, dessen spezif. Aktivitaét zudem nicht sehr hoch ist. Doch 
findet sich in diesem Niederschlag nichts mehr von der schnellwandern- 
den Komponente, und eine 3-malige Refraktionierung mit Ammoniuin- 
ulfat fihrt bereits zu einem 245-fach angereicherten Produkt. Ein 
weiterer sehr wirksamer Reinigungsschritt, der bereits zu einem einhet- 
lichen Produkt fihrt, ist die Zugabe einer geeigneten Menge Tvi- 
calciumphosphat-Gel zum Dialysat des letzten Ammoniumsulfatnieder- 
schlages. Reichlich Fremdeiweif wird adsorbiert, wihrend die Aktivitit 
im Uberstehenden voll erhalten bleibt. Nach erschépfender Dialyse gegen 
dest. Wasser und Gefriertrocknung wurde das Priparat (915-fache An- 
reicherung) fiir die folgenden Analysen verwandt. 

Weitere Reinigungsversuche des Produktes 915 wurden durch Ad- 
sorption an einer Tricalciumphosphatsiule® und fraktionierte Elution 
durchgefiihrt, doch lieB sich dadurch die spezif. Aktivitit nicht steigern. 


Papierchromatographische Kontrolle 
der enzymatischen Reaktion 

Die zunehmende Umlagerung von G-1-P in G-6-P laiBt sich papier- 
chromatographisch halbquantitativ verfolgen®. Gleichzeitig anwesende 
Phosphatase miiBte durch Abspaltung des Phosphatrestes aus G-6-P 
eine verminderte PGM-Aktivitét vortaiuschen. Zur Priifung auf eine 
Phosphataseaktivitaét wurden die Inkubationslésungen des PGM-Testes 
papierchromatographisch untersucht. Glucose und anorganisches Phos- 
phat traten bereits bei den wenig angereicherten Enzympraparationen 
nach der ersten Ammoniumsulfatfallung nicht auf, offenbar werden die 
Phosphatasen bereits bei der Hitze- und Sulfitbehandlung des Kartoffel- 
saftes weitgehend inaktiviert. Auch nach Zugabe von etwas Stirke (als 
,,primer‘‘) zu diesen Inkubationslésungen war kein anorganisches Phos- 
phat nachweisbar, was auf Abwesenheit von Phosphorylase schlieBen laBt. 


Vergleich der Bausteinanalysen 
von Muskel- und Kartoffelphosphoglucomutase 


Eine vollstindige Bausteinanalyse der krist. Muskel-PGM wurde 
von uns!° bereits angegeben. Nach einer véllig anderen Methodik" iiber- 
priiften wir das molare Verhaltnis von 10 Aminoséuren im Hydrolysat 
der Kartoffel-PGM und verglichen diese Werte mit den fiir Muskel-PGM 
errechneten. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. In beiden Analysenreihen 
wurde die Molzahl fiir Phenylaianin gleich 4,00 gesetzt — dieser Wert 
oder ein Vielfaches davon diirfte auch zutreffen. Fiir die tibrigen Amino- 
siuren wurden daraus die relativen Molzahlen errechnet, und zwar an 
Hand der Werte fiir Mol Aminosiure pro 100 g des Muskelfermentes 


8 §. M. Swingle u. A. Tiselius, Biochem. J. 48, 171 [1951]. 
® H. Wanner, Ber. Schweizer bot. Ges. 68, 201 [1953]. 
10 H. Boser, diese Z. 300, 1 [1955]. 
11 A, L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 
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Tab. 2. Vergleich der relativen Molrelationen einiger Aminoséuren in Hydrolysaten 
der Muskel- und Kartoffelphosphorylase. In beiden Fallen ist fiir Phenylalanin 
4,00 gesetzt. 








~ Muskel-PGM Kartoffel-PGM 
mino- 

eaiey £4 nod 0 — ae Mole (relativ) Pane Mole (relativ) 
Ser 5,5 0,0523 2,37 0,112 1,89 
Thr 2,8 0,0235 1,06 0,0613 1,04 
Ala 7,8 0,0875 3,95 0,131 2,21 
Gly 3,25 0,0435 1,97 0,196 3,31 
Pro 5,8 0,050 2,3 O12 ** 2,04 
Val 6,1 0,052 2,35 4, 
Leu + 0,243 *** 
Tleu pes 0,054 2,47 
Asp 15,6 0,119 5,4 0,287 4,85 
Glu 11,8 0,080 3,65 0,216 3,65 
Phe 14,6 0,0885 4,00 0,237 4,00 


























* F = Korrekturfaktor (siehe FuBnote Seite 243). 

** Extinktiong,,. 

*** Extinktion-,, unkorrigiert. 
baw. Extinktion,,,°/* fiir die DNP-Aminoséuren des Kartoffelferment- 
hydrolysates. Die Werte fiir Alanin (4 bzw. 2) und Glycin (3 bzw. 2) 
sind sicher verschieden, die tibrigen 8 stimmen in beiden Reihen in erster 
Niherung tiberein. Auf die Bestimmung der restlichen, der DNP- 
Methode schwer oder nicht zuginglichen Aminoséuren wurde bisher aus 
Griinden der Substanzersparnis verzichtet. Qualitativ lassen sich jedoch 
in Hydrolysaten des Muskel- und des Kartoffelfermentes dieselben 
Aminosiuren nachweisen, und zweidimensionale Chromatogramme ah- 
neln einander weitgehend. 


Aminoendstandige Aminosaure 


Als einziger aminoendstandiger Aminoséiurerest wurde nach der 
Methode von Sanger’? DNP-Phenylalanin gefunden (Abb. 2). Nach 
Hydrolyse und Abtrennung des DNP-Phenylalanins wurde das iibrige 





_Toluol"—=— 
Abb. 2. Die N-endstindige Aminosiure 3 
der Kartoffelphosphoglucomutase. 1 = 1 é - 
DNP-OH; 2 = DNP-Phenylalanin; 3 = Q 


DNP-NH.,. 1. Lauf: Toluol : Glykol-chlor- 

hydrin : Pyridin : 0,8-n. NH, 5:3:1, 5:3; 

2. Lauf: 1,5-m. Natriumphosphatpuffer, 
px 6,01, 


——Phosphat 











12 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
* F = Korrekturfaktor nach Leoy"™ zum Ausgleich der Abweichung der be- 
treffenden DNP-Aminosaure von der molaren Extinktion 15700. 


16* 
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Hydrolysat erneut dinitrophenyliert!! und jetzt eine relative Molzahl 
von etwa 3 fiir Phenylalanin gefunden, so daB wahrscheinlich jeder viet te 
Phenylalaninrest aminoendstandig ist. 


Papierelektrophoretisches Verhalten 


Nach 915-facher Anreicherung wurde ein einheitlich wanderndes 
Protein erhalten (Abb. 1). Die Wanderungsgeschwindigkeit stimmt in 
erster Naherung mit der von krist. Muskel-PGM?° (1. c., Abb. 1) tiberein 
und entspricht in beiden Fallen etwa der des Serum-y-globulins. 


Verhalten unter dem Polarisationsmikroskop 


Kristallformen waren bei Objektiv 100 (Olimmersion) nicht erkenn- 
bar, da die PartikelgréBe des gefriergetrockneten Materials unterhalb 
der Auflésung des Lichtmikroskopes liegt. Unter gekreuzten Nicols 
waren helle und dunkle Beugungsbilder zu sehen, die bei Drehung des 
Analysators Ausléschung zeigten. Die Kristallisationsversuche sollen 
fortgesetzt werden. 


Beschreibung der Versuche 


Anreicherung des Fermentes: Kartoffeln der Sorte APTA, die sich in 
Vorversuchen als relativ fermentreich erwiesen hatte, wurden geschalt und in einer 
Obstsaftzentrifuge entsaftet. Wenn nicht ausdriicklich anders angegeben, wurden 
die Arbeitsgange bei 4° durchgefiihrt. Sofort nach Gewinnung wurde der Saft mit 
m-Na,SO, versetzt (1/.9) des Saftvolumens), mit verd. Essigsiure auf px 6 einge- 
stellt, portionsweise in einem auf 55° gehaltenen Wasserbad unter standigem Riihren 
auf 45° gebracht und 10 Min. auf dieser Temperatur gehalten. Jede Portion wurde 
rasch auf 4° abgekiihlt und filtriert. Die vereinigten Filtrate wurden auf 50% 
Ammoniumsulfatsattigung gebracht. Wie bei der Darstellung der Muskel-PGM! 
wurde auch hier fiir intensive Riihrung und successive Zugabe des Salzes gesorgt. 
Der reichlich anfallende Niederschlag wurde scharf abzentrifugiert und verworfen. 
Das klare Zentrifugat wurde weiter auf 65°, Ammoniumsulfatsattigung gebracht 
und mindestens 24 Stdn. stehen gelassen. Dann wurde die geringe Menge Nieder- 
schlag (3 g/10 1 Rohsaft) durch Dekantieren und Zentrifugieren gesammelt, in eis- 
kaltem 0,15-m. Acetatpuffer, pu 5,0, gelést (Proteinkonzentration etwa 5 mg/ml) 
und unter mechanischer Riihrung und Eiskiihlung tropfenweise aus einer Biirette 
mit gesatt. (NH,),SO,-Lésung versetzt. Sobald 50-proz. Sattigung erreicht war, 
wurde der gebildete Niederschlag abzentrifugiert und verworfen, das Zentrifugat 
weiter auf 65°, Ammoniumsulfatsattigung gebracht und iiber Nacht der Pracipi- 
tierung iiberlassen. Der Niederschlag wurde wieder in Acetatpuffer gelést und die 
Refraktionierung in analoger Weise noch 2mal wiederholt. Es resultierte schlieB- 
lich ein reinweiBer, feinkérniger Niederschlag (56,3 mg), der durch Zentrifugieren 
gewonnen und erschépfend dialysiert wurde. Dialysefliissigkeit dest. Wasser mit 
50 mg/l Hexose-1.6-diphosphat, dem Coferment der PGM. 

Endgiltige Reinigung des Fermentes mit Tricaleciumphosphat- 
Gel: Tricalciumphosphat-Gel wurde durch Zusammenriihren von 110,3-m. CaCl, 
und 11 0,2-m. K,PO, und tagelanges Waschen des Niederschlages mit dest. 
Wasser bis zur Cle-Freiheit erhalten; Verwendung fand eine 4-proz. wiBr. Suspen- 
sion (4 g Trockenriickstand/100 g). In Vorversuchen wurde durch successive Zu- 
gabe von Suspension zum Fermentdialysat und Messung der Aktivitaét und des 
Proteingehaltes im Uberstehenden die geeignete Menge Adsorptionsmittel fest- 


13 E. W. Sutherland, T. Posternak u. C. F. Cori, Federation Proc. 8, 258 
[1949]. 
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gestellt. Sie liegt bei 1 Tl. 4-proz. Suspension auf 3 Tle. Dialysat; nach Einrech- 
nung der Volumenzunahme bleibt dann die PGM-Aktivitat im Uberstehenden voll 
erhalten, wahrend fast */, der Proteinmenge adsorbiert werden. Im Hauptversuch 
wurden daher die nach der Ammoniumsulfat-Refraktionierung erhaltenen 81 ml 
Dialysat mit 27 ml 4-proz. Tricalciumphosphat-Suspension geschiittelt, scharf zen- 
trifugiert und das Uberstehende erschépfend gegen dest. Wasser dialysiert. Nach 
Gefriertrocknung verblieben 15,1 mg Riickstand/10 J Rohsaft. 

Die Bestimmung der Enzymaktivitat geschah in der von Najjar? an- 
gegebenen Weise bei 30°, px 7,5. 0,20 ml Enzymlésung wurden inkubiert mit 
0,20 mi einer 0,005-m. Cysteinlésung und 0,10 mi einer Lésung, die 2-10~*-m. an 
G-1-P (entsprechend 62 ug saéurelabilem P) und 6-10-*-m. an MgSO, war. Nach 
5 Min. wurde die Reaktion unterbrochen; in der Originalvorschrift ist eine Entei- 
weiBung nicht vorgesehen, doch gaben wir zu diesem Zeitpunkt 1,5 mi 10-proz. 
Trichloressigsiure zu und verwendeten 1,0 mi des Zentrifugates zur Analyse. Nach 
7 Min. Erhitzen der n-schwefelsauren Lésung im siedenden Wasserbad wurde das 
Phosphat nach Lohmann und Jendrassik™ bestimmt. Als Blindwert diente 
ein gleichbehandelter Ansatz, der jedoch statt der Substratlésung 0,1 ml Wasser 
enthielt, so daB der Phosphatgehalt der Enzymprobe hompensiert wurde. 

Papierelektrophorese: nach Grassmann und Hannig?*. Veronalpuffer 
pu 8,6, Ionenstarke 0,1; 220 V; 3 mA; 3 Stdn. 

Die Proteinbestimmung erfolgte nach einer Biuretmethode’®. Von den 
reineren Fermentlésungen wurden definierte Mengen (0,02—0,1 ml) auf Filter- 
papier aufgetragen, mit Amidoschwarz!® angefarbt und in iiblicher Weise ge- 
waschen, eluiert und photometriert. Die erhaltene linear verlaufende Extinktions- 
kurve wurde mit Hilfe der Biuretmethode auf Absolutwerte geeicht. 

Papierchromatographische Kontrolle der enzymatischen Reak- 
tion: Je 0,02 ml wurden nach 0, 5, 10 und 20 Min. dem Enzymreaktionsgemisch 
entnommen, auf die Startlinie eines Papierchromatogrammes aufgetragen, kurz bei 
110° hitzedenaturiert und einer eindimensionalen Papierchromatographie in ver- 
schiedenen Lésungsmittelgemischen unterworfen. Als Vergleichssubstanzen liefen 
auf demselben Streifen mit: Glucose, G-1-P, G-6-P und Orthophosphat. Die Lé- 
sungsmittel waren Methanol: 80-proz. Ameisensiure: Wasser, 80:15:51’ bzw. 
Methylcellosolve: Methylathylketon: 3-n. NH;, 7:2: 31%. Die Chromatogramme 
wurden auf Phosphat mit Ammonmolybdatreagens!*® bzw. auf Zucker mit Anilin- 
biphthalat angefarbt. G-1-P gibt deutliche Phosphat-, aber keine Zuckerreaktion, 
G-6-P hingegen schwache Phosphat-, aber starke Zuckerreaktion, so daB sich die 
Umlagerung gut verfolgen laBt. 

Die qualitative Aminosaéureanalyse des Hydrolysates (16 Stdn. bei 100° in 
20-proz. Salzsaure) durch zweidimensionale Papierchromatographie auf einem 
Bogen 60 x 58cm Schleicher & Schill, 2043b. 1. Lauf n-Butanol: Eisessig : 
Wasser 4:1:5; 2. Lauf Phenol: m-Kresol 1:1 gesattigt mit Boratpuffer, py 9,37°. 

Das molare Verhaltnis der Aminoséuren wurde nach Levy" ermittelt. Das 
Hydrolysat von 2 mg PGM wird von HCl befreit und dinitrophenyliert. Aliquote 
Teile (Dreifachbestimmung) der Atherphase wurden 2-dimensional chromatogra- 
phiert, eluiert und bei 360 my in Quarzkiivetten photometriert (Spektralphoto- 
meter ZeissM4Q). Auf eine Auswertung der in der waBr. Phase verbleibenden 
DNP-Derivate wurde verzichtet, doch waren Papierchromatogramme dieser Phase 
ninhydrinnegativ, was auf Vollstandigkeit der Dinitrophenylierung schlieBen 14Bt. 


14K. Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 [1926]. 

15 W. Grassmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 

16 Ch. Dumazert u. M. Bozzi-Tichadou, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 
Associées 146, 468 [1952]. 
17 R. S. Bandurski u. B. Axelrod, J. biol. Chemistry 193, 405 [1951]. 
18 D. C. Mortimer, Canad. J. Chem. 30, 653 [1952]. 
19 C. S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
20 A. L. Levy u. D. Chung, Analytic. Chem. 25, 396 [1953]. 
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Die N-endstaéndige Aminosaéure der PGM wurde nach der Dinitrofluorbenzol. 
methode von Sanger” ermittelt. Das Ferment (2 mg) wurde in waBrig-alkohol. 
Lésung (2: 1; 10 ml) bei px 9,0 und 40° 2 Stdn. mit iiberschiiss. Dinitrofluorbenzol 
behandelt. AnschlieBend wurde das Dinitrofluorbenzol sehr sorgfaltig entfernt, 
angesduert und DNP-OH ebenfalls ausgeithert. Nach Hydrolyse (16 Stdn., 100° in 
20-proz. Salzsiure) und weitgehender Entfernung der HCl durch Vakuumdestil- 
lation wurde erschépfend ausgeathert. Aliquote Teile der Atherphase wurden mit 
den Lésungsmittelgemischen von Levy"! eindimensional (Mitlaufen authent. 
DNP-Aminosauren) und zweidimensional (Abb. 2) chromatographiert. Als einzige 
DNP-Aminosaure wurde Phenylalanin gefunden, die wa8r. Phase wurde erneut 
dinitrophenyliert und jetzt das nichtaminoendstindige DNP-Phenylalanin be. 
stimmt. 


Zusammenfassung 


Phosphoglucomutase wurde aus Kartoffelsaft 915-fach angereichert; 
durch weitere ReinigungsmaBnahmen war die spezif. Aktivitat nicht 
mehr zu steigern. Das Ferment ist elektrophoretisch einheitlich und hat 
Phenylalanin als einzige N-endstindige Aminosiure. Papierelektropho- 
retisches Verhalten und Aminosiurezusammensetzung sind ahnlich wie 
bei der krist. Phosphoglucomutase aus Kaninchenmuskel. 


Summary 


Phosphoglucomutase has been enriched 915 times from potato juice. 
Further pufification did not increase the specific activity. The enzyme 
is electrophoretically homogeneous and contains phenylalanine as sole 
N-terminal amino acid. The paper electrophoretic properties and amino 
acid composition are similar to those of crystalline phosphoglucomutase 
from rabbit muscle. 
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Uber Kartoffel-Nucleotidase, I. Mitteil. 
Reinigung und Isolierung des Fermentes 
Von 
Willibald Klein 


Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien der S. I. Prodotti Schering, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1956) 


Wiahrend schon 6fters auf den hohen EiweiSgehalt der Kartoffel 
aufmerksam gemacht wurde, ist der Reichtum der Kartoffel an Nuclein- 
siuren und deren niedrigmolekularen Abkémmlingen weniger bekannt. 
Nach Versuchen, die in diesem Laboratorium durchgefiihrt wurden, be- 
trigt der EiweiBgehalt von 1 kg Kartoffeln 3,5 bis 4g, wahrend der 
Nucleinstoffgehalt auf 1,5 bis 2 g kommt. Beide Stoffgruppen haben als 
gemeinsame Funktion die Foérderung der Stirkespeicherung in der 
Knolle, und es ist nicht zu verwundern, daB Kartoffelrohsaft neben Fer- 
menten, die direkt in den Kohlenhydratstoffwechsel eingreifen, eine 
reichliche Menge von ,,Nucleasen“ enthalt, d. h. von Fermenten, welche 
den Auf-, Um- oder Abbau der Nucleinséuren oder deren Derivate voll- 
ziehen. Von diesen seien hervorgehoben die sehr starke Apyrase, die von 
Kornberg und Pricer! beschriebene Nucleotid-Pyrophosphatase und 
die spezifischen Nucleotidasen. Unsere Kenntnis der letzteren ist bisher 
noch sparlich; tiber ihr Vorkommen in der Kartoffel wurde vor etwa 
6 Jahren von Kornberg und Pricer? und kurze Zeit spiater von 
Heppel und Hilmoe? berichtet. Eine genauere Charakterisierung jener 
Fermentpraparate ist seither nicht erfolgt. 

In der vorliegenden Mitteilung soll die Isolierung einer Nucleotidase 
aus KartoffelpreBsaft beschrieben werden, die sich von dem Praparat 
der erstgenannten Autoren in Darstellungsweise und Léslichkeit unter- 
scheidet. Es hat demnach den Anschein, da die Kartoffel mindestens 
2 verschiedene Nucleotidasen enthalt. In einer weiteren Mitteilung wird 
auf kinetisches Verhalten und Spezifitat des Fermentes eingegangen. 


Beschreibung der Versuche 
1. Untersuchungsmethoden 


Die Fermentaktivitaét wurde durch Messung des Zuwachses an an- 
organischem Phosphat im Trichloressigsaurefiltrat nach Fiske-Subbarow be- 
stimmt. 

EiweiBbestimmungen: Der Eiwei®gehalt der Fermentlésungen wurde mit 
der Biuretprobe bestimmt. Fir kleine EiweiBmengen wurde die Methode von 
Robinson und Hogden*‘ wie folgt abgedindert: 2 ml der zu untersuchenden 


1 A. Kornberg u. W. E. Pricer, J. biol. Chemistry 182, 763 [1950]. 
2 A. Kornberg u. W. E. Pricer, J. biol. Chemistry 186, 557 [1950]. 
3 L. A. Heppel u. J. R. Hilmoe, J. biol. Chemistry 188, 665 [1951]. 
4H. W. Robinson u. C.G. Hogden, J. biol. Chemistry 135, 707 [1940]. 
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Lésung werden mit 0,8 ml 50-proz. Trichloressigsiure vermengt. Der abzentrifu- 
gierte EiweiBniederschlag wird in 2,5 mi 1-n. NaOH aufgenommen und mit 0,5 ml 
3-proz. Kupfersulfats versetzt. Nach griindlichem Vermischen wird das Kupfer- 
hydroxyd abgetrennt und die Intensitét der Farbung der Restlésung im Spektro- 
photometer ,,Medeor‘‘ (Fa. Netheler, Hamburg) unter Verwendung des Filters 
546 my abgelesen. 

Sinken die in der Probe verwendeten EiweiBmengen unter 0,5 mg so erhilt 
man ungenaue und zu niedrige Werte. Durch Zusatz einer bekannten, zwischen 
1,0 und 1,5 mg verbleibenden EiweiBmenge kiénnen jedoch Mengen bis herab zu 
50 y mit geniigender Genauigkeit erfaBt werden. Die wesentlich empfindlichere 
EiweiBprobe mit dem Folinschen Reagens in der Ausfiihrung von Lowry und 
Mitarbb.* hat den Nachteil, daB die Werte mit Art und Konzentration beigemengter 
Salze stark variieren; sie war deshalb fiir die vorliegende Untersuchung nicht 
brauchbar. 

Die Lichtabsorption der Fermentlésungen im UV wurde mit dem Beckman. 
schen Spektrophotometer gemessen ; Ribosebestimmungen wurden mit einer leichten 
Modifikation der Methode von Mejbaum® durchgefiihrt; Polysaccharidbestim- 
mungen nach Hydrolyse einer Probe durch 3stdg. Erhitzen in 1-n. HCl auf dem 
siedenden Wasserbad und Messung der entstandenen Hexose nach Somogyi’; 
Gesamt-Stickstoff- und Phosphorbestimmung nach Verbrennung mit Uberchlor. 
sdure in der iiblichen Weise. 

Substrate: Adenosin-5-phosphat (A5P) und Adenosin-3-phosphat (A3P) 
wurden von der Firma Fluka (Buchs, Schweiz) bezogen; sie erwiesen sich analy- 
tisch, papierchromatographisch und enzymatisch (Adenylsiure-Desaminase, 
Phosphatase) als hinreichend rein. Das gleiche gilt von dem Natriumsalz der 
Adenosintriphosphorséure (ATP), welches von der Firma Schwarz (USA) stammt. 

Standardversuch: Nach Untersuchung der kinetischen Eigenschaften der 
Nucleotidase (s. nachstehende Arbeit) wird die Standardprobe in folgender Weise 
ausgefiihrt : 0,2 ml A5P, enthaltend 2 uMol, werden vermischt mit 0,5 ml Biphthalat- 
puffer, 0,l-m., pH 5,0, und 0,2 ml Fermentlésung geeigneter Verdiinnung. Das 
Volumen wird auf 2,0 mi erganzt. 

Die Mischung bleibt 16 Min. bei 37°; dann wird unterbrochen mit 2,0 ml 
5-proz. Trichloressigsiure. Da 1 m/l der Reaktionsmischung 1 «Mol Substrat ent- 
halt, werden bei 100% Aufspaltung 31 y P frei. 

1 Nucleotidase-Einheit (N. E.) sei die Enzymmenge, die im Standardversuch 
6,2 y P = 0,2 uMol pro 1 ml Reaktionsmischung abspaltet, entspr. 20°, des ver- 
wendeten Substrates A5P. 


2. Reinigung und Isolierung der Nucleotidase 


5 kg lombardische Herbstkartoffel vom Typ ,,Tonda Berlino“ werden in einer 
Handpresse zwischen Mull ausgepreBt. Der abflieBende Saft wird sofort mit 8 ml 
gesattigtem Hydrogensulfit pro Liter versetzt, um Dunkelfarbung zu unterdriicken. 
Zur Gewinnung eines Trockenpraparates wird 1/ Extrakt unter mechanischem 
Riihren bei Zimmertemperatur mit 400 m/ Aceton in rascher Tropfenfolge versetzt. 
Der entstandene Niederschlag wird abzentrifugiert und nacheinander mit 30% 
Aceton, reinem Aceton, Aceton-Ather 1:1 und reinem Ather gewaschen und an der 
Luft getrocknet. Es hinterbleibt ein hellgraugelbes Pulver, aus dem sich etwa die 
Halfte der Aktivitaét der entsprechenden Menge Rohextrakt ausziehen la8t. Von 
den EiweiBstoffen der Rohlésung bleiben rund */, in der acetonhaltigen Restlésung 
zurtick. Man erhalt aus 5 kg Kartoffeln etwa 3/ PreBsaft und daraus 15 bis 20g 
Acetonpulver. 


5 0. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R.JI. Randall, J. biol. 
Chemistry 193, 265 [1951]. 

6 W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]. 

7M. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 61 [1945]. 
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Das Ferment wird aus dem Pulver mit Salzlésungen extrahiert. Wie 
aus Tab. 1 hervorgeht, eignen sich dazu am besten Magnesiumsalze. 
Kaliumchlorid kommt der Wirkung der Magnesiumsalze am nachsten ; es 
folgen in absteigender Reihe Ammoniumsulfat, Calciumchlorid, Natrium- 
chlorid, woraus hervorgeht, da8 fiir die Extraktionskraft der Salze 
eine allgemeine Regel nicht aufgestellt werden kann und daB die losende 
Wirkung der Mg-Salze nur graduell von der anderer Salze verschieden 
ist. Der Elutionseffekt haingt ferner von der Salzkonzentration ab; 0,1-m. 
Lésungen sind fiir Mg-Salze optimal. Zur Herstellung eines Extraktes 
wird also 1 g Pulver 30 Min. mit 15 mi 0,1-m. MgCl, geschiittelt. Nach 
Abzentrifugieren des Ungelésten dienen 0,1 m/ der Lésung zu Aktivitats- 
bestimmungen. 


Tab. 1. Extraktion der Nucleotidase aus Acetonpulver mit Neutralsalzen. 


Extraktionsmittel H,O Na-Citrat NaCl KCl (NH,),SO, MnSO, CaCl, MgSO, MgCl, 0,1-m. 0,05-m.MgCl, 
N.E./0,1 ml 0,14 0,18 0,88 1,22 1,16 0,55 1,05 1,45 1,47 1,63 1,19 


Konzentration des Eluens 0,2-m., wenn nichts anderes angegeben. Aktivitaitsbestimmung wie 
im Standardversuch; statt Biphthalat ist jedoch Succinaipuffer verwendet. 


Bei der weiteren Reinigung des Fermentes war mehr die Befreiung 
von Begleitfermenten als die Erhéhung der spezifischen Aktivitat be- 
stimmend fiir die Wahl der Methode. AuBer gegen A5P wurde deshalb 
die Aktivitat der Fermentpraiparate auch gegen folgende Substrate ge- 
testet: A3P, ATP, Pyrophosphat und Phenylphosphat. Eine Fraktio- 
nierung mit Ammoniumsulfat erwies sich als ungeeignet; als bestes Ver- 
fahren bewahrte sich eine nochmalige Acetonfallung. 

50 ml Magnesiumchloridextrakt aus Acetonpulver (im folgenden mit A I-E 
bezeichnet) werden durch 16stdg. Dialyse bei 0° von der Hauptmenge des Salzes 
befreit und in einer Kaltemischung tropfenweise unter Schiitteln mit 15 ml kaltem 
Aceton versetzt, so daB die Temperatur der Mischung gegen Ende —5° betragt. 
Es entsteht so eine feine Triibung, die sich abzentrifugieren laBt und den gréBten 
Teil des Fermentes enthalt. Durch Erhéhnug der Acetonmenge steigt die Ferment- 
ausbeute, aber gleichzeitig verschlechtert sich die Abtrennung der Begleitfermente. 
Der zentrifugierte Acetonniederschlag wird sofort mit Wasser aufgenommen und 
auf 10 ml gebracht. Dabei bleibt der gréBte Teil der Nucleotidase ungelést. Eine 
nicht unbetrachtliche Menge an Begleitfermenten geht dagegen in die waBrige 
Fliissigkeit. Es wird daher nochmals zentrifugiert und der Riickstand mit Wasser 
auf 1/; des urspriinglichen Volumens (= 10 ml) gebracht. Die erhaltene Suspension 
ist ohne Mg-Salzzusatz voll aktiv. Durch Behandlung mit Salzlésungen wird das 
Ferment von einem unwirksamen Riickstand abgetrennt. Die eluierende Kraft der 
Mg-Salze ist auch beim zweiten Acetonniederschlag gréBer als die anderer Salze. 
Zur Extraktion desselben werden beispielsweise 5 ml Suspension zentrifugiert; der 
Niederschlag wird mit 5 ml 0,1-m. MgCl, aufgenommen und der ungeldést bleibende 
Anteil der Mischung durch nochmaliges Zentrifugieren entfernt. (Dieser Extrakt 
wird im folgenden mit A II-E bezeichnet.) 


Der niachste Schritt besteht in einer Adsorption des Fermentes an 
Fe'!_Oxyd-Gel und nachfolgende Elution mit Mg-Salzlésung. Tonerde 
Cy ist weniger selektiv als das Eisenoxyd. Die beschriebene Suspension 
der zweiten Acetonfallung, welche salzfrei ist, wird unmittelbar zur Ad- 
sorption verwendet: 











Willibald Klein, 





250 Bd. 307 (1957) 

5 ml Suspension des zweiten Acetonniederschlages werden mit Wasser auf 
50 ml verdiinnt, dann mit 1 mi Acetat, 0,1-m. vom px 5,0, und zuletzt tropfenweise 
unter Schiitteln mit 0,5 ml Eisenoxydsuspension (22 mg/ml) versetzt. Man riihrt 
noch 5 Min., zentrifugiert und behandelt dann das Adsorbat (wie vorher die Aceton- 
fallung) mit 5 ml 0,1-m. MgCl,. Durch Erhéhung der Mg*®-Konzentration kénnen 
weitere Fermentmengen nacheluiert werden (Bezeichnung des Eisenoxydeluates 
mit Fe-EL). 

Der zweite Acetonniederschlag verliert durch Extraktion mit 
Magnesiumchlorid 2/, seines Stickstoffgehaltes; dabei andert sich an- 
scheinend sein Volumen nicht viel. Es wurde deshalb vermutet, daB es 
sich in der Hauptsache um ein Polysaccharid handle. Die Hexosebestim- 
mung nach Salzsaiurehydrolyse fiel jedoch negativ aus. 


Tab. 2. Vergleich der relativen Aktivitat verschieden reiner Nucleotidasepraparate 
gegen einige Phosphorsaureester. 























1 Roh- . : 

Substrat onteaks AI-E Dial ATII-E Fe-EL 
Adenosin-5-phosphat . . 100 100 100 100 100 
Adenosin-3-phosphat . . 95 68 62 30 34 
Adenosin-triphosphat . . | 21000 222 107 20 + 
Pyrophosphat ..... 145 34 48 5 0 
Phenylphosphat ... . 218 47 26 2 0 

Die Spaltungswerte sind in % der zugehérigen A5P-Spaltung angegeben. 


Aktivitaitsbestimmung wie in der Standardprobe. 

Dial = Dialysierter A I-E. 

Tab. 2 gibt AufschluB itiber den Erfolg des beschriebenen Verfahrens 
hinsichtlich der Abtrennung von Begleitfermenten. Der Trenneffekt hangt 
wesentlich von der Wahl einer geeigneten Kartoffelsorte ab. Fir die 
vorliegende Arbeit wurden aus einer Reihe von Kartoffelproben ver- 
schiedener Herkunft Acetonpulver bereitet und mit den daraus gewon- 
nenen Extrakten die relative Aktivitat gegen die 5 Substrate der Tab. 2 
geprift; ausgewahlt wurde die Sorte mit dem fiir A5P giinstigsten Ver- 
haltnis. Weiterhin sind die Mengenverhialtnisse der Reagenzien bei den 
einzelnen Operationen dem wechselnden Ferment- und EiweiBgehalt des 
Praparates anzupassen. Um reproduzierbare Werte zu erhalten, ist es 
demnach zweckmaBig, von einer hinreichend groBen Menge eines ein- 
heitlichen Acetonpulvers auszugehen. 

Auch wegen seiner groBen Stabilitat ist Acetontrockenpulver ein 
geeignetes Ausgangsmaterial. Eine Probe desselben hatte nach 1jih- 
rigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur an Wirksamkeit nichts ein- 
gebuBt. Die Bestandigkeit der Fermentlésungen sinkt mit zunehmendem 
Reinheitsgrad. Eiseneluate verlieren bei 0° schon nach wenigen Tagen 
an Aktivitét. Wir bewahren die reineren Praiparate in KunststoffgefaBen 
auf, weil die Inaktivierung an Glasoberflachen beschleunigt wird. 

In Tab. 3 sind die Fermentpraparate verschiedenen Reinheitsgrades 
hinsichtlich ihrer Aktivitaét gegen A5P verglichen; parallel dazu wird 
ihr Gehalt an EiweiB, Kjeldahl-Stickstoff, Gesamt-Phosphor und Ribose 
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Tab. 3. Analyse von Nucleotidasepraparaten verschiedenen Reinheitsgrades. 


Die angefiihrten Zahlen beziehen sich jeweils auf 1 m/ unverdiinnter Ferment- 
lésung. Zu Aktivitétsversuchen werden diese Fermentlésungen folgendermaBen 
verdiinnt: Rohferment 1:4; A I-E 1:10; Dial1:10; ATII-E 1:5; Fe-El 1:5. In 
Reihe 3 sind die Werte der Reihe 1 auf 1 mg FermenteiweiB umgerechnet; die 
Zahlen dieser Reihe geben also die spezif. Aktivitaét wieder. Reihe 8 zeigt die 
optische Dichte der Fermentlésungen bei 270 my. Fe/R ist das Zahlenverhiltnis 
der Werte Eiseneluat zu Rohferment; unter dieser Kolonne ist also die Anreicherung 
bzw. Verarmung der zugehoérigen GréBen zu finden. 








Reihe Art der Roh- , . 
Nr. | Untersuchung | ferment ALE Dial AILE Fe-El Fe/R 
1 ONGS a ns 17,6 55 45 38 34 — 
2 KiweiB, y . . | 6300 450 250 77 61 0,0097 
3 N.E./lmg . 2,8 121 180 487 550 196 
4 Eiwei8 Aus- 
beute, % . 100 43 35 13 8 a 
5 7 » geil ae 3600 450 140 62 12,5 0,0035 
6 ee Pils skh 480 317 148 33,6 0 0 
7 Ribose, y . . 770 173 80 30 3 0,0039 
2 “pp 35,1 21 4,2 0,5 0,09} — 0,0027 























angefiihrt sowie ihre Lichtabsorption bei 270 mu. Man bekommt so eine 
Ubersicht itiber den Gehalt der Praparate an Ferment, EiweiB und 
Nucleinstoffen. Die Absorption bei 270 my ist ein gutes MaB fiir die 
Menge der anwesenden Purin- (und Pyrimidin-)Verbindungen; denn 
deren spezif. Extinktion bei 270 my ibertrifft die der EiweiBkorper um 
das 25- bis 30fache. Der Anteil des EiweiBes am Absorptionswert wird 
deshalb erst dann betrachtlich, wenn das EiweiB an Gewicht die Purin- 
kérper weit iibertrifft. Es wurden die Absorptionskurven der verschie- 
denen Fermentpraparate zwischen 230 und 300 my ermittelt; sie zeigen 
meist ein flaches Optimum bei 270 mu ausgenommen A I-E, bei dem 
regelmaBig ein ausgepragtes Maximum bei 260 my festzustellen ist. Eine 
Parallelitét zwischen Ribose-, Phosphor- und optischen Dichte-Werten, 
welche alle zum Nucleinséuregehalt in Beziehung stehen, kommt, wie 
zu erwarten, erst bei reineren Fermentlésungen zum Vorschein. 

Die in Reihe 4 der Tab. 3 angegebenen Ausbeuten an Nucleotidase 
beziehen sich auf die Phosphor-Abspaltung aus A5P in Gegenwart von 
Rohferment und bediirfen insofern einer Korrektur, denn A5P wird sehr 
wahrscheinlich auch von der unspezifischen Phenylphosphatase an- 
gegriffen. Nach Tsuboi und Hudson® betragt z. B. die dephosphory- 
lierende Wirkung hochgereinigter Prostataphosphatase (py-Optimum 
= 5,5) auf A5P 60% der Wirkung auf Phenylphosphat. Auch bei einer 
niedrigeren relativen Aktivitaét der Kartoffelphosphatase gegen A5P wird 
noch ein betrachtlicher Anteil der A5P-Spaltung durch Rohferment auf 
Rechnung der Phosphatase gehen; entsprechend hoéher sind die wirk- 
lichen Ausbeuten an spezifischer Nucleotidase. Bei der zweiten Aceton- 


8 K. K. Tsuboiu. P. B. Hudson, Arch. Biochem. Biophysics 61, 197 [1956]. 
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fallung und bei der Elution des Eisenadsorbates wird auf einen Teil 
der Aktivitaét verzichtet zugunsten einer besseren Abtrennung der Be- 
gleitfermente. 


Besprechung der Ergebnisse 


In Tab. 2 sind die Substrate folgender im Kartoffelsaft vorkom- 
menden Dephosphorylasen zusammengestellt: 5- und 3-Nucleotidase, 
Apyrase, anorganische Pyrophosphatase und eine substratunspezifische 
Phosphatase, welche neben Phenylphosphat und Glycerophosphat auch 
Ribose-5-phosphat und wahrscheinlich auch A5P und A3P angreift. Wie 
man sieht, ist die Spaltbarkeit der Nucleotide durch Rohextrakt geringer 
als die aller iibrigen Substrate; ATP reagiert etwa 200mal schneller. 
Durch Acetonbehandlung wird nun der GroBteil der Begleitfermente ab- 
getrennt. In 33-proz. Aceton ist die Nucleotidase namlich schwer léslich, 
wihrend die anderen Dephosphorylasen mit dem Hauptteil des Proteins 
in Lésung bleiben. 20 bis 25% der Phenyl- und der Pyrophosphatase 
gehen in den Extrakt des Acetonpulvers; von der Apyrase nur 1%. In 
den Extrakten der zweiten Acetonfallung lassen sich noch wenige Prozent 
der urspriinglichen Phenyl- und Pyrophosphatase-Aktivitat nachweisen. 
Die Apyrase ist zwar immer noch kraftiger als diese, hat aber prozentual 
wieder am meisten eingebiiBt. Der Vorzug der Eisenadsorption liegt in 
der fast vollsténdigen Entfernung der noch verbliebenen Apyrase. 
Leichter gelingt die Ausschaltung der beiden anderen Fermente, aber 
auch die Apyrase wird ofters ganz abgetrennt. Andererseits wurden ohne 
erkennbaren Grund auch Eiseneluate mit hdherem Apyrase-, Pyrophos- 
phatase- oder Phenylphosphatasegehalt gewonnen. Eine vollstandige Be- 
seitigung aller Begleitfermente gelingt bis jetzt noch nicht regelmaBig. 

Das Verhialtnis der A5P- und der A3P-Spaltung bedarf einer be- 
sonderen Besprechung. Im Rohferment ist die Aktivitaét gegen beide 
Nucleotide ungefahr gleich groB. Im Laufe der Fermentreinigung geht 
die Spaltbarkeit der A3P zuriick, aber nicht so schnell wie die der tibrigen 
Substrate. Im Extrakt der zweiten Acetonfallung betragt sie noch 1/, 
derjenigen der A5P. Die weitere Reinigung durch Eisenadsorption laBt 
dieses Verhaltnis unverandert. Auch mit anderen Methoden ist es bisher 
nicht gelungen, die A3P-Spaltung selektiv auszuschalten. Das Eiseneluat 
ist also entweder ein einheitliches Fermentpriparat, das sowohl A5P wie 
A3P angreift, oder es ist ein Gemisch einer spezifischen 5-Nucleotidase 
und einer 3-Nucleotidase, deren Léslichkeitsverhalten sehr ahnlich ist 
und eine vollstiéndige Trennung erschwert. Zu dieser Frage sei auf die 
Ergebnisse der nachstehenden Arbeit hingewiesen. 

Bei der analytischen Untersuchung der einzelnen Fermentpraparate 
fallt die hohe Dichte des Rohferments bei 260 bis 270 mu und dessen 
hoher Ribosegehalt auf und 148t auf einen entsprechend hohen Gehalt 
an Nucleinstoffen schlieBen. Es wurde daher darauf geachtet, ob die 
Anwesenheit von Nucleinstoffen im Fermentpraparat fir die Aktivitiat 
gegen A5P von Bedeutung ist. Im Acetonpulverextrakt sind diese im 
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Vergleich zum EiweiB noch weiter angereichert (ausgesprochenes Absorp- 
tionsmaximum bei 260 mu); durch die weiteren Reinigungsschritte wer- 
den sie jedoch fast véllig entfernt. Im Eiseneluat fiel die Phosphor- 
bestimmung auch bei Verwendung gr6éBerer Fermentmengen wiederholt 
negativ aus. Ribosegehalt und optische Dichte sind auf einige Promille 
des Ausgangswertes abgesunken. Demnach ist gereinigte Nucleotidase 
frei von irgendwelchen Nucleinderivaten. 

Die aus dem Verhiltnis Aktivitaét zu EiweiBgehalt bestimmte An- 
reicherung der Nucleotidase erreicht mit dem Eiseneluat den annahernd 
200-fachen Wert des Rohfermentes. 


Frl. Ursula Krebs leistete bei der Ausfiihrung der Versuche wertvolle Hilfe. 


Zusammenfassung 


1. Es wird die Reinigung und Isolierung einer Nucleotidase aus Kar- 
toffelsaft beschrieben ; bezogen auf BiureteiweiB wird eine etwa 200-fache 
Anreicherung erzielt. Das Praparat ist phosphorfrei. 

2. Von den Begleitfermenten werden vollig abgetrennt Phenylphos- 
phatase und anorganische Pyrophosphatase; fast vollstaéndig auch die 
urspriinglich tiber 200mal starkere Apyrase. Das Ferment spaltet Ade- 
nosin-5-phosphat und mit 3mal geringerer Geschwindigkeit Adenosin-3- 
phosphat. 

Summary 


The purification and isolation of a nucleotidase from potato juice 
is described. An enrichment of approximately 200 times, calculated on 
biuret protein, was achieved. The preparation contains no phosphorus. 
Phenylphosphatase and inorganic pyrophosphatase were separated com- 
pletely, and apyrase which was originally more than 200 times stronger 
was separated almost completely. The enzyme cleaves adenosine-5-phos- 
phate 3 times faster than adenosine-3-phosphate. 
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Uber Kartoffel-Nucleotidase, II. Mitteil. 
Kinetische Eigenschaften, Spezifitat und Verhalten 
gegeniiber Hemmstoffen 
Von 
Willibald Klein 
Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien der S. 1. Prodotti Schering, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1956) 


In der vorangehenden Mitteilung wurden Reinigung und Isolierung 
einer Nucleotidase aus Kartoffelsaft beschrieben, fiir welche als typisches 
Substrat Adenosin-5-phosphat (A5P) gebraucht wurde, die aber, obwohl 
mit geringerer Geschwindigkeit, auch Adenosin-3-phosphat (A3P) de- 
phosphoryliert. Das Ferment scheint auf den ersten Blick groBe Ahnlich- 
keit mit.der von Kornberg und Pricer! aus Kartoffeln dargestellten 
Adenosin-5-phosphatase zu besitzen; denn beide Priaparate spalten bei 
einem Optimum von etwa pu 5 A5P 2- bis 3mal schneller als A3P. 
Vergleicht man jedoch die Reinigungsmethoden, so fallt sofort der Lés- 
lichkeitsunterschied der Praparate auf: Wahrend die Nucleotidase der 
amerikanischen Autoren sowohl bei der Ammoniumsulfatfallung wie bei 
der Alkoholfallung in den leichter léslichen Anteil tibergeht, fallt das 
hier beschriebene Ferment auf Acetonzusatz immer mit den ersten An- 
teilen aus. Ein zweites Unterscheidungsmerkmal ist die Aktivitat beider 
Fermente in alkalischem Milieu. Die Aktivitaét des ,,Kornberg-Fermen- 
tes‘ gegen A5P sinkt beim Ubergang von pu 5,1 auf px 9,4 auf etwa 1/3; 
die gegen A3P verschwindet ganz, so daB das Praparat nun wie eine 
einheitliche 5-Nucleotidase wirkt. Das hier beschriebene Ferment spaltet 
bei pu 9,4 A3P deutlich schneller als A5P. Fiir weitere Vergleiche gibt 
die kurze Notiz von Kornberg und Pricer keinen Anhalt. Die von 
Heppel und Hilmoe? isolierte Nucleotidase aus Kartoffeln verhalt sich 
hinsichtlich ihrer Spezifitét bei Variation des pu analog der Korn- 
bergschen Nucleotidase. 

Unabhangig von der Frage nach der Einheitlichkeit der erwahnten 
Fermentpraparate miissen wir also vorliufig 2 Typen von Kartoffel- 
nucleotidasen unterscheiden: Eine in verdiinnten organischen Lésungs- 
mitteln leichtlésliche und eine schwerldsliche Nucleotidase. Ob beide 
Typen in der Kartoffel praformiert vorkommen, oder ob die Verschieden- 
heiten durch die Art der Behandlung entstehen kénnen, 1aBt sich noch 


1 A. Kornberg u. W. E. Pricer, J. biol. Chemistry 186, 557 [1950]. 
2 L. A. Heppel u. W.R.J. Hilmoe, J. biol. Chemistry 188, 665 [1951]. 
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nicht beantworten. In der vorliegenden Mitteilung werden einige Eigen- 
tiimlichkeiten der schwerléslichen Kartoffelnucleotidase beschrieben, die 
sich aus der Kinetik, der Spezifitat und dem Verhalten gegeniiber Hemm- 
stoffen ergeben. 


Beschreibung der Versuche 


Material: Von den verwendeten Nucleosiden und Nucleotiden 
wurden folgende nach einer unver6ffentlichten Modifikation friiher be- 
schriebener Methoden® dargestellt : Adenindesoxyribosid, Cytosindesoxy- 
ribosid, Thymidin, Cytosindesoxyribosid-5-phosphat, Guanindesoxy- 
ribosid-5-phosphat. Thymusnucleinsiure wurde nach Feulgen®* her- 
gestellt. Die tibrigen Stoffe sind Handelsprodukte. 

Methoden: Die Aktivitaétsversuche wurden, soweit nicht anders 
vermerkt, nach der in der I. Mitteil. wiedergegebenen Standardbestim- 
mung durchgefihrt. 

Bezeichnungen: ETA = Athylendiamintetraacetat ; Tris = Tris- 
hydroxymethylaminomethan; ATP = Adenosintriphosphat; N. E. = 
Nucleotidase-Einheit, gleich der Fermentmenge, welche unter Standard- 
bedingungen 6,2 y P = 0,2 wMol abspaltet, entspr. einer 20-proz. A5P- 
Spaltung. 

Fermentpraiparate: Hergestellt nach den Vorschriften der I. Mit- 
teil. A Il-E = MgCl,-Extrakt aus dem zweiten Acetonniederschlag ; 
Fe-El = MgCl,-Eluat aus dem an Fe,;;-Oxydgel adsorbierten zweiten 
Acetonniederschlag. 

A. Kinetik 

1. Wahl des Puffers: Zu Aktivititsbestimmungen wurde lingere 
Zeit Succinatpuffer verwendet, bis sich zeigte, da Succinat etwas 
hemmt. Eine diesbeziigliche ausgedehntere Untersuchung ergab, daB 
viele stoffwechselwichtige aliphatische Carbonsiiuren die Nucleotidase- 
wirkung nicht unwesentlich verzégern. Am starksten hemmen Lactat 
und Pyruvat, sie vermindern die Geschwindigkeit der Phosphorabspal- 
tung um etwa ein Drittel. Es folgen Acetat, Citrat, Malat u. a.m. Hin- 
sichtlich ihrer Eignung als Pufferzusatz wurden folgende Substanzen 
gepriift: Trispuffer, Triathanolamin, Veronal, Glycylglycin, ETA, Bi- 
phthalat. Von diesen hemmt nur ETA um etwa 10%; in Gegenwart der 
iibrigen Puffer war die Wirkung des Fermentes auf A5P gleich stark. 
Fiir die weiteren Untersuchungen wurde Biphthalat verwendet, weil es 
im gebrauchten py-Bereich am besten puffert. 

2. EinfluB des pu: Wie aus der Abbildung hervorgeht, ist die Nu- 
cleotidase iiber einen groBen py-Bereich wirksam. Die A5P-Spaltung hat 
ein ziemlich flaches Wirkungsoptimum bei px 5; tber */; dieser maxi- 
malen Aktivitat sind im pu-Bereich von 2,5 bis 7 nachweisbar. Die Lage 

3 W. Klein, in Bamann u. Myrback ,,Die Methoden der Fermentforschung“, 
Verlag Georg Thieme, Leipzig 1941, S. 313. 

4 R. Feulgen, diese Z. 288, 105 [1936]. 
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des Maximums ist nicht ganz konstant. Bei Verwendung verschiedener 
Fermentpraparate wurden Schwankungen zwischen px 4,0 bis 5,5: beob.- 
achtet. Die Aktivitaét bei pu 9,5 betriigt noch 20% der maximalen. 




















100 -}$ 5 he 
x pu-Aktivitatskurve. 
Die po-Abhangigkeit der Nucleotidasewirkung 
J as a | gegentiber A5P (I) und A8P (II). 
ah | Zur Konstanthaltung des pq der Reaktions- 
| 60 —t- mischung iiber den Bereich von py 1,5 bis 
S Le pu 9,5 wurden dem Biphthalatpuffer im alkali- 
aN ‘hs s : = ley 
_ rat schen Gebiet, abwarts bis py 6,5, Veronal, im 
i aie sauren Gebiet, aufwarts bis px 3,0, Citrat zu- 
lf gesetzt. Die leicht hemmende Wirkung des Ci- 
20 4 ae | trats ist beriicksichtigt. Die Konzentration eines 
Yl | jeden Puffers in der Mischung ist 0,025-m. 
Ly | Fermentpraparat: A II-E, verdiinnt 1:4. 
20. 60 60 80 Dauer 4 Min. 
Py 


Die pu-Kurve mit A3P als Substrat ist entsprechend der geringeren 
Spaltungsgeschwindigkeit niedriger; sie ist charakterisiert durch ein 
Optimum bei pu 6,5. Die Zone mit iiber 80% Wirksamkeit reicht von 
pu 5,0 bis 7,7. Im alkalischen Bereich iiberschneiden sich beide Kurven, 
so daB bei pu 9,5 A3P deutlich schneller gespalten wird als A5P. Auf die 
Bedeutung der Befunde wird weiter unten eingegangen. 

3. Zeitlicher Ablauf der A5P-Spaltung 





Tab. 1. 
Min. 2 4 8 16 32 64 128 256 512 24Stdn. 
% Spaltung 3,8 7,5 14,8 29,3 57,5 87,5 93,5 94,5 96,2 99,0 


Fermentpriparat A II-E, verdiinnt 1:10, sonst Standardbedirgungen. 


Bis zu einer Spaltung von etwa 50% ist die Reaktionsgeschwindig- 
keit nahe proportional der Zeit, also unabhaingig von der Substratkon- 
zentration. Trotz der folgenden zunehmenden Verlangsamung verlauft 
die Reaktion praktisch bis zu Ende. 

4. Abhingigkeit von der Fermentkonzentration: In dem 
untersuchten Bereich von 0,18 bis 3,0 N.E. war die Fermentwirkung 
genau proportional der Fermentkonzentration. Auf Zahlenangaben wird 
verzichtet. Fermentpraparat: A II-E, verdiinnt 1: 8. Zeit 16 Min. 

5. EinfluB der Substratkonzentration: Uber die Abhangig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration der Substrate 
A5P und A3P unterrichtet Tab. 2. Tragt man die in der Tabelle an- 


Tab. 2. Variation der Substratkonzentration. 





Substratkonz. in ~Mol/ml 4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,125 
A5P in yP. ; 2,05 1,78 1,40 1,38 1,32 1,24 
A3PinyP. ....: — 0,99 0,72 0,54 0,39 0,26 

Ferment: A II-E, Verdiinnung 1:2. Versuchsdauer fiir A5P 4 Min., Versuchsdauer fiir A3P 


8 Min. 
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gefihrten Zahlen mit ihrem reziproken Wert nach Lineweaver und 
Burk? graphisch auf, so erhaélt man fiir den Konzentrationsbereich von 
0,125 bis 1,0 uMol pro 1 mi eine Gerade. Bei hoheren Konzentrationen 
als 1 uMol werden die Ergebnisse meist durch Fremdeinfliisse, Salzfehler 
entstellt. Die so ermittelten Dissoziationskonstanten betragen fiir A5P 
2 x 10-5 und fiir A3P 3 x 10-4 Mol/l. 


B. Substratspezifitat der Nucleotidase 


Es wurde eine Reihe von Nucleotiden und anderen Phosphorsiure- 
estern auf Spaltbarkeit durch die beschriebene Nucleotidase untersucht 
(s. Tab. 3). Typische Substrate der Kartoffelnucleotidase sind danach die 
5'-Phosphorsiureester der Nucleoside. Am schnellsten wird nicht A5P, 
sondern Uridin-5'-phosphat gespalten. Inosin-5’-phosphat und Guanin- 
desoxyribosid-5’-phosphat tibertreffen A5P an Spaltungsgeschwindigkeit 
ebenfalls. Desoxyribosid-phosphate werden mindestens gleich schnell 
hydrolysiert wie Ribosid-phosphate. Die Dephosphorylierungsgeschwin- 
digkeit scheint vom Ionisationszustand des Stickstoffanteiles des Sub- 
strates beeinfluBt zu sein, so daB die weniger basischen Nucleotide 

schneller zerfallen. Die unter- 
Tab. 3. Spaltungsgeschwindigkeit von Nu- suchten Nucleosid-3’-phosphor- 


cleotiden und anderen Phosphorsaureestern <3 yreester werden ebenfalls alle 


a en zerlegt, aber mit einer 3- bis 











4mal geringeren Geschwindig- 


Substrat P , : , 

keit als die 5’-Ester. Es ist her- 
Thymusnucleinsiure. . . . . . 0 vorzuheben, da Ribose-5-phos- 
Adenosin-5'-phosphat . .. . . 12,6 phat iiberhaupt nicht angegrif- 
Inosin-5’-phosphat. . .... . 15,5 fen wird: auch Thymusnuclein- 
Uridin-5'-phosphat. . . ... . 16,7 2 bl “b and Ub 
Guanindesoxyribosid-5'-phosphat | 11,9  S4ure bleibt unverandert. Uber 
Cytosindesoxyribosid-5’-phosphat | 14,2 die Abtrennung der Wirkung 
Adenosin-3’-phosphat ice Skea 4,8 gegen ATP, Pyrophosphat und 
Inosin-3'-phosphat. . . . . . . 3,6 Phenylphosphat wurde bereits 
Uridin-3’-phosphat. . ..... 3,5 é Se : 
Guanosin-3’-phosphat ... . . 19 «in der 1. Mitteil. berichtet. Auch 
Ribose-5’-phosphat ...... 0 «- und /f-Glycerophosphat, 
Adenosin-triphosphat .... . 0,9 Phosphoglycerinséure, Hexose- 
Pyrophosphat. ....... - 0,3 diphosphat werden vom gerei- 
Phenylphosphat. ....... 0 ; F sol 
B-Glycerophosphat. ..... . 0 nigten erment nicht ange- 

griffen. 





Fermentpriparat: Eiseneluat, verdiinnt 1:5. Zeit 16 Min. 


C. Aktivatoren und Hemmko6rper 


Die in der vorangehenden Mitteilung gezeigte Vorzugsstellung der 
Magnesiumsalze bei der Lésung des Fermentes aus Acetonfailungen oder 
Eisenadsorbaten legt die Frage nahe, ob dem Magnesium-lIon aktivie- 
rende Eigenschaften zukommen. Es wurde deshalb die mit Wasser ge- 





Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


ae: Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [ 1934]. 


17 

















Willibald Klein, Bd. 307 (1957) 





258 


waschene Mg-salzfreie zweite Acetonfillung mit Kaliumchlorid extra- 
hiert und die Aktivitét des Extraktes mit und ohne Magnesiumzusatz, 
gepruft. Die Phosphorabspaltung war in beiden Versuchen gleich; danach 
ist also obige Frage zu verneinen. Auch die Suspension der zweiten 
Acetonfallung in Wasser ist ohne Zusatz von Magnesium voll aktiv. Es 
scheint, daB ganz allgemein die Anwesenheit von Metallsalzen fiir die 
Wirksamkeit der Nucleotidase eine untergeordnete Rolle spielt, denn 
ein so kraftiger Chelatbildner wie ETA hemmt vergleichsweise wenig ; 
sein Hemmeffekt iibertrifft nicht den der Essigsiure selbst. 


Zusatz eines Kochsaftes von Rohextrakten zu reineren Nucleo- 
tidasepraiparaten ergab regelmaBig einen kleinen Zuwachs an Phosphor- 
abspaltung, der bis zu 10% der Gesamtspaltung betrug. Eine Beschleu- 
nigung um 8% wurde nach Zusatz von Hypoxanthin beobachtet. Da 
die Kartoffelrohextrakte reich sind an Nucleinsaéurederivaten, erklart 
sich die beschleunigende Wirkung des Kochsaftes ohne Zuhilfenahme 
anderweitiger Aktivatoren. Der direkte Nachwéis des Hypoxanthins in 
den Extrakten ist allerdings noch nicht erbracht. 


Die Ergebnisse lassen sich folgendermafen zusammenfassen: Freie 
Purine und Pyrimidine haben im ganzen einen geringen Einflu8. Deutlich 
, ‘ hemmt allerdings Cytosin, wahrend 

Ta. 4 Hind won Nadestid: Hypoxanthin, wie ervahnt, etwas be 
tung durch Nucleotidase. schleunigt. Dagegen zeigen alle Nucleo- 
side einen ausgepragten Hemmeffekt. 








Zusatz P Am stiarksten verzégern Adenosin und 
a 13.4 Adenindesoxyribosid. Es folgt ia ge- 
a 13,4 wissem Abstand eine Gruppe ungefahr 
Hypoxanthin. .... 14,5 gleich wirksamer Nucleoside: Inosin, 
Cytosin. ....... 12,5 Guanosin, Thymidin, Cytosindesoxy- 
| + nell (leit ead edis oe ribosid, Riboflavin; wesentlich weniger 
Adenindesoxyribosid . ; 40 hemmt Uridin. Phosphat, das andere 
Siem ec ee 6,3 Spaltprodukt der Nucleotidase, iibt in 
Cytosindesoxyribosid. . | 6,2 einer Konzentration, die einer 100%- 
Thymi errs simi = Spaltung des Substrates gleichkommt, 
Riboflavin ......| 59 keine Hemmung aus;. es beschleunigt 
Ribose-5-phosphat. . . | 13,6 eher etwas. Bei steigender Phosphat- 
Ribose... ..... 13,5 konzentration beobachtet man eine 
PhoePhat 4 = aie ine zunehmende Verlangsamung der De- 
Phosphat 0,8 ml. . . . | 10,2 phosphorylierung, doch bleibt sie be- 
Aveenat «933s 5 oo 13,5 trichtlich hinter der Nucleosidhem- 
B-Glycerophosphat. . . | 13,4 mung zuriick. Analog verhalt sich 
Guanosin. ...... 6,5 Arsenat. 





Fermentpriparat: Eiseneluat, verdiinnt 1:5. Zeit: 16. Min. Zusatzlésungen: Es werden pro 
Versuch immer 0,2 mil einer 0,01 molaren Liésung zugesetzt. 


AuBer den Nucleotidspaltstiicken wurden noch einige weitere Sub- 
stanzen beziiglich ihrer Einwirkung auf die Nucleotidase gepriift. Von 
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den Schwermetallen zeigen in der Konzentration von 0,5 ~Mol pro 1 ml 
nur Quecksilber, Silber und Zink eine deutliche Hemmung. Kalium- 
rhodanid, Kaliumeyanid und Cystein sind wirkungslos. Kaliumfluorid 
hemmt in der gewohnlichen Konzentration der Zusitze (1 millimolar) 
um weniger als 10%; in 25fach starkerer Konzentration um rund 40%. 
Mit den an Magnesium verarmten Dialysaten ist die Einwirkung etwas 
ausgepragter. Eine spezifische Wirkung gegen Nucleotidase hat Kalium- 
fluorid also nicht. 

In Analogie zu den Versuchen unter A5 wurde die Substratkonzen- 
tration in Gegenwart von Adenosin variiert. Beim Auftragen der Werte 
nach Lineweaver und Burk erhalt man keine Geraden, sondern bogen- 
formig nach oben gekriimmte Linien. Diese streben jedoch dem gleichen 
Ordinatenpunkt zu wie bei der ungehemmten Reaktion. Der Hemm- 
effekt des Adenosins ist demnach sicher kompetitiv, ist aber durch zu- 
sitzliche Hemmungsmechanismen entstellt. Die Dissoziationskonstante 
des Enzym-Inhibitorkomplexes kann daher nicht mit hinreichender Ge- 
nauigkeit bestimmt werden. Um trotzdem die Stiirke der Hemmung der 
A5P-Spaltung und der A3P-Spaltung vergleichen zu kénnen, wurde bei 
konstanter Substratkonzentration (1 ~Mol/ml) die Konzentration des zu- 
gesetzten Adenosins variiert und die Adenosinkonzentration ermittelt, 
bei welcher die Geschwindigkeit der Phosphorabspaltung 50% der un- 
gehemmten Reaktion erreicht. Sie betrigt fiir A5P als Substrat 4 x 10-4, 
fir A3P 1,7 x 10-% Mol/l; mit den Dissoziationskonstanten der un- 
gehemmten Reaktion sind diese Zahlen nicht vergleichbar. 


Tab. 5. Einflu8 der Adenosinkonzentration auf die Nucleotidasewirkung. 





Adenosinkonz. in Mol/ml ohne 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 
Bee sc Sk 2,87 2,02 1,47 1,01 0,89. — — 
ps: de 3,10 — 2,32 2,04 1,80 1,60 1,41 


Fermentpraparat A II-E, verdiinnt 1:20, Zeit fiir A5P 8 Min., Zeit fiir A3P 16 Min. 


Besprechung der Ergebnisse 


Wie aus den Versuchen hervorgeht, ist die ,,schwerldsliche Kar- 
toffelnucleotidase ein Ferment, das sich von der allgemeinen Phosphatase 
wie auch von den bekannten 5-Nucleotidasen klar unterscheidet. Die 
letzteren, fast alle tierischen Ursprungs, haben durchweg ein alkalisches 
pu-Optimum, wahrend das der Kartoffelnucleotidase bei etwa 5 liegt. 
Die von Heppel und Hilmoe? eingehend ntersuchte Stiersamennucleo- 
tidase spaltet im Gegensatz zur Kartoffelnucleotidase Ribose-5-phosphat, 
was darauf hindeutet, daB beide Fermente in verschiedener Weise auf 
das Substrat wirken. Dem Kartoffelferment fehlt die Aktivierbarkeit 
der Stiersamennucleotidase durch Magnesiumsalze und deren starke 
Hemmbarkeit durch Fluorid. 

Gegeniiber der allgemeinen Phosphatase besitzt die Kartoffelnucleo- 
tidase, abgesehen vom Spezifitatsunterschied, ein besonderes Merkmal, 

ii* 
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naimlich die Nichthemmbarkeit durch Phosphat in Konzentrationen, die 
der Substratkonzentration vergleichbar sind. Pfankuch® berichtet, dag 
die (ebenfalls in saurem Milieu wirkende) Kartoffelphosphatase rund 
10mal hohere Affinitat zu Phosphat habe als zu ihrem Substrat Glycero. 
phosphat. Diese im Kartoffelrohsaft mit der Nucleotidase vergesell- 
schaftete Phosphatase ist nach Pfankuch sehr fluoridempfindlich und 
ist auch durch Kupfersalze hemmbar, wahrend sie in Ubereinstimmung 
mit der Nucleotidase durch Magnesiumionen nicht aktiviert wird. 

Fiir die Kartoffelnucleotidase spielt Magnesium eine eigentiimliche 
Rolle, indem es zwar das Ferment besser als sonstige Salze in Lésung zu 
bringen vermag, aber keine aktivierenden Eigenschaften erkennen 1aft. 
Es hat bis jetzt den Anschein, daB fiir die Nucleotidasewirkung ein Akti- 
vator nicht erforderlich ist. 

Nachdem mit der in der I. Mitteilung geschilderten Methode die 
Abtrennung des Spaltungsvermégens gegen A3P nur bis zu einem be- 
stimmten Grade gelingt, wurde versucht zu entscheiden, ob das Ferment 
ein Gemisch von 5-Nucleotidase und 3-Nucleotidase darstellt oder ob es 
einheitlich ist. Zu diesem Zwecke wurde das Verhalten von A5P und 
A3P verglichen hinsichtlich: a) der px-Aktivitaitskurve; b) der Dis- 
soziationskonstanten der Enzym-Substratverbindung; ¢c) der Adenosin- 
hemmbarkeit. 

Zu a) Die Lage des pu-Optimums beider Substrate ist eindeutig 
verschieden. AuBerdem ergibt sich ein wesentlicher Unterschied am 
alkalischen Kurvenende, wo A3P schneller gespalten wird als A5P, ent- 
gegen dem Geschwindigkeitsverhaltnis im sauren py-Bereich. 

Zu b) Die Affinitét des A5P zum Ferment ist um eine GréBenord- 
nung hoher als die des A3P. Demgegeniiber sind nach Pfankuch die 
Affinitaten der verschiedenen Substrate zu der unspezifischen Kartoffel- 
phosphatase ungefihr gleich hoch. 

Zu c) Die Adenosinkonzentration, bei welcher die Geschwindigkeit 
der ungehemmten Spaltungsreaktion um 50% herabgesetzt wird, ist bei 
A3P etwa 4mal so hoch wie bei A5P. Fiir ein Substrat mit geringerer 
Fermentaffinitét miBte aber eine geringere Inhibitorkonzentration ge- 
niigen, um es aus seiner Verbindung mit dem Ferment zu verdrangen. 
Es folgt also iibereinstimmend, dai in dem Fermentpraparat ein Ge- 
misch von 5-Nucleotidase und 3-Nucleotidase vorliegt. Der in der Ein- 
leitung erwahnte Unterschied des Fermentes gegeniiber dem Praparat 
von Kornberg und Pricer, welches ebenfalls als Gemisch zu betrachten 
ist, beruht auf dem verschiedenen Verhalten der 3-Nucleotidasen: Die 
vorliegende 3-Nucleotidase hat bei py 9,4 noch eine betrachtliche Akti- 
vitét, wahrend die der amerikanischen Forscher beim gleichen py un- 
wirksam ist und dadurch die 5-Nucleotidase isoliert hervortreten laBt. 
Das Verhalten der Nucleotidase gegen ihre Reaktionsprodukte er- 


laubt einige Aussagen iiber ihre Wirkungsweise. Die Art der Bindung des Ff 


6 KE. Pfankuch, diese Z. 241, 34 [1936]. 
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Fermentes an das Nucleotidmolekiil ist verschieden von derjenigen der 
Phosphatase. Die wichtigste Angriffsstelle am Substrat ist offenbar die 
C—N-Briicke zwischen Ribose und Purin bzw. Pyrimidinkern, denn eine 
Mischung von Adenin und Ribose hemmt das Ferment nicht. Den glei- 
chen Mechanismus wird man der Riboflavinhemmung zuerkennen. Es 
ist aber interessant, daB die Ribitolverbindung eine ebenso starke Affini- 
tit zur Nucleotidase aufweist wie die Riboside. Eine zweite Angriffs- 
stelle geringerer Bindungskraft ist in dem Stickstoffanteil des Nucleo- 
tids selbst zu sehen. Cytosin zeigt einen schwachen, aber deutlichen 
Hemmeffekt. Die leichte Aktivierbarkeit durch Hypoxanthin erfolgt 
wahrscheinlich in ahnlicher Weise. Versucht man namlich, die Ergebnisse 
an Hand der Ausfiihrungen von Alberty’ zu verstehen, so kann der 
Hemmstoff an der enzymatischen Wirkgruppe des Fermentmolekiils an- 
setzen oder an einer benachbarten Stelle oder an beiden zugleich. Im 
zweiten Falle entsteht eine Inhibitor-Ferment-Substratverbindung, deren 
Zerfall in die Reaktionsprodukte schneller oder langsamer sein kann als 
der der einfachen Enzym-Substratverbindung. Die Zerfallsgeschwindig- 
keit ist abhangig von der Inhibitorkonzentration. In dieses Schema paBt 
auch das Verhalten des Phosphats zur Nucleotidase. Aber auch die Ab- 
weichungen der Adenosinhemmung bei wechselnder Substratkonzen- 
tration finden so eine einleuchtende Erklarung. Hier ist die dritte der 
obengenannten Moglichkeiten einzusetzen, wonach der Hemmstoff an 
mehreren Stellen des Fermentmolekiils verhaftet ist; er kann nun zu- 
gleich kompetitiv und nichtkompetitiv wirken. 

Der Befund, daB Uridin-5-phosphat leichter dephosphoryliert wird 
als alle tibrigen Nucleotide, laBt vermuten, daB dieses das physiologische 
Substrat der Kartoffelnucleotidase sei. Diese Annahme findet eine Stiitze 
in den Ergebnissen neuerer Forschungen, wonach Uridin-diphosphat bei 
der Synthese von Sacchariden erforderlich ist. Es liegt auf der Hand, 
die Nucleotidase in Zusammenhang mit dem Mechanismus der Starke- 
bildung in der Kartoffel zu bringen. 


Frl. Ursula Krebs hat bei der Ausfiihrung der Versuche wertvolle Hilfe 
geleistet. 


Zusammenfassung 


1. Das nach der Vorschrift der I. Mitteilung dargestellte Nucleoti- 
dasepraparat spaltet alle untersuchten Nucleosid-5-phosphorsiureester, 
am besten Uridin-5-phosphat. 3- bis 4mal langsamer werden auch die 
3-Phosphorsaureester hydrolysiert. Ribose-5-phosphat wird nicht an- 
gegriffen. 

2. Von den Spaltprodukten der Nucleotidase hemmt Phosphat in 
millimolarer Konzentration iiberhaupt nicht; stark dagegen die Nucleo- 
side, vor allem Adenosin und Adenindesoxyribosid. Die freien Purine 








7 R. A. Alberty in Currents in Biochemical Research, Ed. D. E. Green, 
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hemmen entweder nicht oder nur wenig; Hypoxanthin aktiviert etwas. 
Ribose und Ribose-5-phosphat hemmen nicht. 

3. Es wird festgestellt, daB das Nucleotidasepraiparat das Gemisch 
einer spezifischen 5-Nucleotidase und einer 3-Nucleotidase ist, und zwar 
auf Grund verschiedener pq-Optima, verschiedener Dissoziationskon.- 
stanten und verschiedenen Verhaltens gegeniiber Adenosin. 

4. Die beschriebene Nucleotidase ist von der Adenosin-5-phospha- 
tase nach Kornberg und Pricer durch seine Schwerléslichkeit in ver- 
diinnten organischen Medien zu unterscheiden. 

5. Fir die Notwendigkeit eines Aktivators geben die Versuchsresul- 
tate keinen Anhalt. 


Summary 


1. The nucleotidase preparation obtained by the method described in 
the first communication cleaves all the nucleoside-5-phosphates 
examined, the cleavage being strongest in the case of uridine-5-phos- 
phate. The 3-phosphates were also hydrolysed at a rate varying 
between one third and one quarter of the rate with the 5-phosphates. 
Ribose-5-phosphate is not attacked. 

. The phosphate formed by cleavage with the nucleotidase shows no 
inhibitory action in millimolar concentrations. The nucleosides, es- 
pecially adenosine and adenine desoxyriboside, on the other hand, 
show a pronounced inhibitory effect. The free purines show only slight 
or no inhibitory action. Hypoxanthine has a slight activating effect 
while ribose and ribose-5-phosphate show no inhibitory effect. 

3. The nucleotidase preparation is a mixture of a specific 5-nucleotidase 
and a 3-nucleotidase as shown by differences in the py optima, dis- 
sociation constants and behaviour towards adenosine. 

4. The nucleotidase described differs from the adenosine-5-phosphatase 
of Kornberg and Pricer in its slight solubility in dilute organic sol- 
vents. 

5. The experimental results indicate that no activator is necessary for 

the cleavage. 


bo 
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Die Angriffspunkte des Sphingosins, 
eines physiologischen Hemmstoffes der Blutgerinnung 
Von 
E. Hecht, Ricardo H. Landaburu, M. H. Cho und Walter H. Seegers 


Aus dem Department of Physiology and Pharmacology, College of Medicine, 
Wayne State University, Detroit (Michigan, USA) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Januar 1957) 


Die starke Verléngerung der Gerinnungszeiten von Hiihnerplasma 
durch das als physiologischen Hemmstoff der Blutgerinnung erkannte 
Sphingosin kann durch den lipoiden Aktivator als auch durch Thrombo- 
kinasen aufgehoben werden!. Nach vorhergehender Inkubation des Plas- 
mas mit Sphingosin bei 39° kénnen mit dem lipoiden Aktivator Gerin- 
nungszeiten erzielt werden, die nur 1/, und in Ausnahmefallen nur 1/,, 
der mit optimalen Mengen des lipoiden Aktivators allein zu erreichenden 
Gerinnungszeiten betragen (,, Inkubationseffekt‘‘). Von den verwendeten 
Konzentrationen des Sphingosins und des lipoiden Aktivators abgesehen, 
sind individuelle Eigenschaften des Plasmas von groBem EinfluB auf 
das Resultat. Die Mitwirkung des Plasmas ist erforderlich, da der ge- 
nannte Effekt nach Inkubation des Sphingosins mit lipoidem Aktivator 
allein nicht auftritt!. Die Reaktionen mit Sphingosin physiologischen 
Ursprungs konnten gleich intensiv mit geringeren Mengen der synthe- 
tischen DL-Verbindung, nicht jedoch mit neun untersuchten Derivaten 
der letzteren reproduziert werden?. 

Kine genauere Analyse der Angriffspunkte des Sphingosins war mit 
der bisher verwendeten Technik nicht méglich, weshalb wir uns der 
Untersuchungsmethoden von Seegers und seiner Mitarbb.* bedienten. 
Mit diesen zeigte sich, daB Sphingosin die Aktivitat aller bis jetzt stu- 
dierten Bestandteile des Gerinnungssystems hemmt, so auch die zur 
Umsetzung von Prothrombin in Thrombin erforderlichen Komponenten 
der Threone-Aktivitaét: Thrombocytenfaktor 3 und Plattchen-Cofaktor I 
(antihimophiles Globulin, Faktor VIII). Weil es oft schwierig ist, die 
verschiedenen Gerinnungsfaktoren mit entsprechenden, von anderen 
Autoren anders benannten Substanzen einwandfrei zu identifizieren, sind 
die gebra uchlichsten Synonyma in Klammern angefiihrt. 


1 KE. Hecht, Acta haematol. [Basel] 9, 237 [1953]. 

2 E. Hecht. u. D. Shapiro, Science [Washington], im Druck. 

3 W. H. Seegers, Coagulation of the Blood, Advances in Enzymol. 16, 23 
[1955]. 
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Die Abbildung verdeutlicht ohne weiteres die unter dem EinfluB 
zunehmender Sphingosinkonzentrationen verminderte Prothrombinum- 
wandlung in Thrombin. Beziiglich der Wirkung ist das synthetische Pra- 
parat dem physiologischen tiberlegen?*. Der die Sphingosinwirkung kom- 
pensierende EinfluB der.Threonekomponenten konnte auch deutlich de- 
monstriert werden, ebenso dessen antagonistische Wirkung auf die Pro- 
thrombinaktivierung durch Thrombokinase aus Lungengewebe. Damit 
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit der friiher bereits fiir méglich ge- 
haltenen Identitaét des Sphingosins® mit dem essentiellen Prinzip des 
physio-pathologisch interessanten Antithromboplastins (Antithrombo- 
kinase) von Tocantins und Mitarbb. °®. 

Die Thrombinbildung in Gegenwart von Serum-Acceleratorglobulin 
(Faktor V, labiler Faktor, Proaccelerin), Calciumionen, Thrombocyten- 
faktor 3 und Autoprothrombin II (Plattchen-Cofaktor II, Christmas- 
faktor, Faktor IX, plasma thromboplastin component [PTC]) wird 
gleichfalls durch Sphingosin gehemmt. 


Zusammenfassung 


Die Analyse der Angriffspunkte des Hemmstoffes der Blutgerinnung 
Sphingosin physiologischen oder synthetischen Ursprungs ergab, daB 
derselbe sowohl die Komponenten der Threone-Aktivitaét (den Throm- 


4 E. Hecht, R.H. Landaburu u. W. H.Seegers, Amer. J. Physiol., im 
Druck. 

5 E. Hecht, Acta physiol. pharmacol. neerl. 2, 134 [1951]; Biochem. Z. 326, 
325 [1955]; E. Hecht, Bedeutung der Lipoide fiir die Blutgerinnung in R. Jiirgens 
u. E. Deutsch: Hamorrhagische Diathesen, Springer Wien 1955. 

6 L.M. Tocantins u. R. T. Carroll, Blood Clotting and Allied Problems, 
2nd Macy Conference, New York, 1949, 8. 11. 
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bocytenfaktor 3 und den Plattchen-Cofaktor I [antihimophiles Globulin, 
F VIIT}) als auch die Aktivitaten des Christmasfaktors und der Thrombo- 
kinase aus Lungengewebe hemmt. 


Summary 


The analysis of the sites of action of the inhibitor of blood clotting, 
sphingosine, from physiological or synthetic origin demonstrated that 
this inhibits the components of threone-activity (platelet factor 3 and 
platelet cofaktor I [antihemophilic globulin, factor VIIT]) as well as the 
activities of the Christmas factor and the thromboplastin from lung 
tissue. 











Uber die Abspaltung von N-Glykolyl-neuraminsaure 
(P-Sialinsaéure) aus dem Schweine-Submaxillarismucin 


durch das ,,Receptor Destroying Enzyme“ 
Von 
E. Klenk und G. Uhlenbruck 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Dezember 1956) 


Vor kurzem fanden Blix und Mitarbb.1, daB die aus Schweine- 
Submaxillarismucin gewonnene Sialinsiiure sich von den Sialinséuren 
anderer Herkunft, die nach unseren Befunden? als acetylierte Neuramin- 
siuren anzusprechen sind, dadurch unterscheidet, daB in ihr an Stelle 
des Acetyl- ein Glykolylrest vorkommt. Nachdem gezeigt worden war, 
daB sowohl durch das Influenzavirusenzym’ wie auch durch das ,,Recep- 
tor Destroying Enzyme (RDE)‘‘* von Choleravibrionenkulturen aus ver- 
schiedenen Mucinen und Glykoproteiden NV-Acetyl-neuraminsiure abge- 
spalten wird, haben wir jetzt zur Priifung der Spezifitaét die Einwir- 
kung von RDE auf Schweinesubmaxillarismucin untersucht. Bei dem 
von uns durchgefiihrten Versuch wurden 75% der im Mucin einge- 
setzten Neuraminséure enzymatisch abgespalten und tiber 50% als kri- 
stallisierte Glykolylverbindung isoliert. 

Zum Vergleich wurde die Substanz auch durch hydrolytische Spal- 
tung mit n/10-Schwefelsiure aus Schweine-Submaxillarismucin dar- 
gestellt. Sie war mit der enzymatisch abgespaltenen Glykolylverbindung 
in jeder Hinsicht und offensichtlich auch mit der von Blix und Mitarbb. 
beschriebenen P-Sialinsdure identisch*. Da wir? bereits Neuraminsiure- 
methylglykosid aus Schweine-Submaxillarismucin isoliert haben, kann 
kaum ein Zweifel dariiber bestehen, da es sich hier um N-Glykolyl- 
neuraminsaure handelt. 

Mit einer von uns ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode zur 
quantitativen Bestimmung der Glykolsiure ergab sich in beiden Priapa- 
raten ein Glykolylgehalt von 17,2 bzw. 17,8%, was befriedigend mit dem 
theoretischen Wert iibereinstimmt. Die Methode ist sehr empfindlich, 
so daB es damit méglich ist, noch sehr kleine Mengen Glykolsdure in den 
Neuraminsaurederivaten nachzuweisen. Wir fanden, daB die aus Mucinen 

* Anm. bei der Korrektur: N-Glykolyl-neuraminsaure haben wir auBerdem 
noch erhalten aus dem Gangliosid (gef. C 40,67; H 5,83%) und dem EiweiBriick- 
stand des Stromas der Pferdeerythrocyten, aus dem Stroma der Rindererythro- 
cyten (gef. C 40,68; H 5,84%), sowie der Schweineerythrocyten (gef. C 40,58; 
H 5,85%). 

1G. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. I. Werner, Acta Soc. Med. Uppsa- 
liensis 61, 1 [1956]. 

2 E. Klenk und G. Uhlenbruck, diese Z. 305, 224 [1956]. 


3 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 
4H. Faillard, diese Z. 305, 145 [1956]; 307, 62 [1957]. 
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verschiedener Herkunft gewonnene N-Acetyl-neuraminsaure, auch nach 
wiederholtem Umkristallisieren (aus Wasser-Eisessig), vielfach noch Bei- 
mengungen der Glykolylverbindung enthilt.So hatte z. B. eine aus Fetuin, 
dem Glykoproteid des Rinderfotenserums abgespaltene, gut kristallisierte 
N-Acetyl-neuraminsaure® einen Glykolylgehalt von 0,8%. Die aus 
Rinder-Submaxillarismucin enzymatisch mit RDE* oder durch gelinde 
hydrolytische Spaltung® mit n/10-Schwefelsiure abgespaltenen Sub- 
stanzen hatten sogar einen Glykolylgehalt von 4—4,5%, was einer Bei- 
mengung von tiber 25% Glykolylverbindung entspricht. Vollig negativ 
war dagegen die Probe bei der enzymatisch aus dem Harnmucin ab- 
gespaltenen N-Acetyl-neuraminsaure*. Damit finden auch die geringen 
Unterschiede in den Infrarotspektren der beiden aus Harnmucin und 
dem Rinder-Submaxillarismucin gewonnenen Substanzen um A 8,3 ihre 
Aufklarung. Das Infrarotspektrum der Glykolylverbindung unterscheidet 
sich von dem der Acetylverbindung im wesentlichen nur durch das Vor- 
handensein einer starken Absorptionsbande bei der obigen Wellenlange. 
In dem Infrarotspektrum der aus Rinder-Submaxillarismucin gewon- 
nenen N-Acetyl-neuraminsiure* macht sich so die Beimengung der Gly- 
kolylverbindung deutlich bemerkbar. 

Nachdem jetzt die Arbeit von Blix und Mitarbb.! mit den genaueren 
experimentellen Angaben tiber die verschiedenen Sialinséuren vorliegt, 
kann es kaum mehr zweifelhaft sein, daB die O-Sialinsiure und die 
N-Acetyl-neuraminsaure® identisch sind. Der einzige Unterschied be- 
steht, soweit wir sehen, darin, daB Blix und Mitarbb. fiir ihre Substanz 
einen N-Wert von 4,5% gegeniiber unserem Wert von 4,1% finden. Diese 
Difterenz diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB unsere Bestimmungen 
nach Kjeldahl und die von Blix und Mitarbb. jedoch offensichtlich 
nach Dumas ausgefiihrt wurden. Differenzen von dieser GroBenordnung 
sind, wie uns von erfahrenen Mikroanalytikern bestatigt wird, nicht 
auBergewohnlich. Es mag sein, daB die Kjeldahlmethode etwas zu 
niedrige Werte ergibt, waihrend andererseits die nach Dumas erhaltenen 
Werte in der Regel etwas zu hoch sind. Die endgiiltige Entscheidung 
dariiber, ob die von Blix und Mitarbb. berechnete Formel C,,H,,0,N 
oder die von uns angenommene Formel C,,H,,0,,N richtig ist, dirfte 
allein auf Grund von Elementaranalysen kaum moglich sein. 

Dasselbe gilt auch fiir die von Blix und Mitarbb. mitgeteilten Ana- 
lysenwerte fiir das Neuraminséure-methylglykosid, die den von uns? ge- 
fundenen Werten durchaus entsprechen. Unter Zugrundelegung der nach 
Dumas ermittelten N-Werte berechnet sich in Ubereinstimmung mit 
Blix und Mitarbb. die Formel C,)H,,O,N, wahrend sich auf Grund der 
nach Kjeldahl gefundenen Werte die von uns angenommene Formel 
C,,H,,0,N ergibt. ? 

Was die elementare Zusammensetzung der oben isolierten N-Glyko- 
lyl-neuraminsadure betrifft, so stimmt sie in jeder Hinsicht mit der- 


5 EK. Klenk u. H. Faillard, noch unver@ffentlicht. 
6 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
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jenigen der P-Sialinséure von Blix und Mitarbb. iiberein und entspricht 
der Formel C,,H,,0,,N. Fiir die Formel C,,H,,0,,N liegen auch die 
nach Kjeldahl ermittelten N-Werte etwas zu hoch. 

Die Frage, ob der Neuraminsiaure selbst die Formel C,H,,0,N oder 
C,9H,,0,N zukommt, wird demnach noch so lange offen bleiben miissen, 
bis ihr Aufbau aus kleineren Bruchstiicken eindeutig geklart ist. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung der N-Glykolyl-neuraminsaure 

a) durch hydrolyt. Spaltung mit »/10-H,SO,: 45 g Mucin, das wie friiher* 
beschrieben aus Schweine-Submaxillarisdriisen dargestellt war und einen Neuramin- 
sdure-(NS)-Gehalt von 1,3% hatte’, wurde in wenig Wasser moglichst fein emul- 
giert. Nach Einstellen auf py 3,5 durch Zugabe von Essigsiure dialysierte man 
zur Entfernung der Kationen gegen dest. Wasser. Das durch Gefriertrocknung zu- 
riickgewonnene Mucin wurde nun mit der 15-fachen Menge n/10-H,SO, bei 70° 
unter Durchleiten von CO, gespalten. Nach der Ausfallung der Schwefelséure mit 
einer genau berechneten Menge Bariumacetat wurde bei + 4° dialysiert, das Dia- 
lysat im Vakuum-Umlaufverdampfer stark eingeengt und die konz. Lésung gefrier- 
getrocknet. AnschlieBend reinigte man die Substanz mit Hilfe einer Anionen- 
Austauscher-Saule (MIH-Lewatit) nach Klenk und Faillard®, wobei man jedoch 
das NS-Derivat nicht mit Salzsiure, sondern nach dem Vorgang von Gyérgy und 
Mitarbeitern® mit 2-n. Ameisensaure eluierte. Das so gewonnene Eluat (280 mg NS) 
wurde gefriergetrocknet und der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen. Nach 
Zugabe von Kisessig bis zum Auftreten einer schwachen Triibung kristallisierte 
im Kihlschrank die Substanz in weiBen Nadeln aus. Sie wurde nochmals in der- 
selben Weise umkristallisiert (160 mg). Aus den Mutterlaugen lieBen sich noch 
weitere 70 mg der krist. Substanz gewinnen, die allerdings nicht mehr rein weib 
waren. 

Zur Analyse wurde die Substanz i. Hochvak. iiber P,O; und NaOH bei 60° 
getrocknet. 

4,098 (4,982) mg Sbst.: 7,395 (7,420) mg CO,, 2,650 (2,680) mg H,O u. 0,012 
(0,00) mg Asche. — 3,082 (4,018) mg Sbst.: 0,945 (1,185) cem /100-HCl (Mikro- 
Kjeldahl). — 7,26 mg Sbst.: 0,294 com N, (24°, 756 Torr) (Mikro-Dumas). 


C,,H,,0,9N (325) Ber. C 40,61 H 5,89 N 4,30 

C,.H,,0,,N (355) Ber. C 40,56 H 5,96 N 3,94 
Gef. C 40,60 H 5,97 N 4,29/4,14* (Kjeldahl) 
Gef. C 40,63 H 6,02 N 4,60 (Dumas) 

* héchster und tiefster Wert von 7 Bestimmungen (Mittelwert 4,22% N). 

b) durchenzymat. Spaltung mit R DE: 3,0 g nach Blix und Mitarbeitern! 
dargestelltes Schweine-Submaxillarismucin (NS-Gehalt 11,0°,) wurden mit einem 
Homogenisator in Wasser fein emulgiert und mit 2-n. NaOH auf py 9,0—9,5 ein- 
gestellt, wobei der Hauptteil des Mucins in Lésung ging. Die zentrifugierte Lésung 
dialysierte man im Kihlraum 12 Stdn. gegen Leitungswasser und 24 Stdn. gegen 
dest. Wasser. 

. Die nach der Dialyse noch einmal zentrifugierte Mucinlésung (110 ccm), die 
198 mg NS (entspr. 1,8 g Mucin) enthielt, machte man zur Aktivierung des RDE 
1/100-m. an CaCl,, fiigte etwas Ather und Supracillin hinzu, um die Lésung steril 
zu halten, und stellte den Ansatz nach Zugabe von 2,5 ccm einer Lésung von ge- 
reinigtem RDE*‘ (Titer 1000—2000) 48 Stdn. in den Brutschrank bei 37°, wobei 
nach 24 Stdn. noch einmal 2,5 ccm RDE-Loésung (Titer 500—1000) zugefiigt 


7 P, Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 289 [1954]. 
8 F. Zilliken, G. A. Braun u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 54, 
564 [1955]. 
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wurde. Nach der Bebriitung wurde die Lésung durch Ultrazentrifugation und 
durch Ultrafiltration (Filter 5—10 my) enteiweiBt. Das Ultrafiltrat enthielt 148 mg 
NS. Bei einem in genau gleicher Weise durchgefiihrten Kontrollversuch ohne 
RDE-Zugabe war das Ultrafiltrat NS-frei. 

Das aus dem Ultrafiltrat durch Gefriertrocknung erhaltene Spaltprodukt 
wurde wieder mit Hilfe der Anionen-Austauschersiule, welche jetzt jedoch in der 
Acetatform angewendet wurde, gereinigt. Nach Aufbringung der in 3 com Wasser 
gelésten Substanz auf die Saule eluierte man zunachst mit Wasser. Der so 


| 








Abb. 1. Chromatographische Reinigung 
der aus Schweine-Submaxillarismucin enzy- 
matisch abgespaltenen N-Glykolyl-neur- 
aminsaiure. Verteilung der Neuraminsaure 
im DurchfluB beim Eluieren mit Wasser 
(Fr. O—700 ccm) und mit 2-n. Ameisen- 
saure (Fr. 700—1600 ccm). Anionenaus- 
tauscher-Siule (Lewatit MIH, Acetat- 
Form): Héhe 800 mm, @ 12 mm. 
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Abb. 2. IR-Spektren von N-Glykolyl-neuraminsaure (a mit n/10-H,SO,, 5 mit 
RDE abgespalten). 


gewonnene braun gefarbte Vorlauf enthielt auBer Ca-Acetat nur wenig NS. 
2-n. Ameisensaure eluierte dann die N-Glykolyl-NS sehr schnell und vollstandig 
(siehe Abb. 1). Die Chlorionen des zugefiigten CaCl, wurden von der Siule voll- 
stindig zuriickgehalten. Die Fr. 800—1200 (Abb. 1) enthielten 130 mg NS. Wie 
oben wurden daraus 115 mg N-Glykolyl-NS als rein weiBe, einheitlich in Nadeln 
kristallisierende Substanz erhalten. 

5,089 mg Sbst.: 7,595 mg CO,, 2,730 mg H,O. — 4,745 (4,634) mg Sbst.: 
1,430 (1,395) ccm n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). — 5,38 (6,00) mg Sbst.: 0,216 
(0,238) cem N, (25°/25°, 765/765 Torr). 

Gef. C 40,72 H6,01 WN 4,22/4,22 (Kjeldahl), 4,60/4,54 (Dumas) 
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Die unter a und b erhaltenen Substanzen besitzen dieselben Eigenschaften ; 
die IR-Spektren sind vdéllig identisch (Abb. 2). Schmp. 182—184° unter Zers. Aus 
etwas wasserhaltigem Eisessig kristallisiert die Substanz ebenso wie die N-Ace- 
tyl-NS in feinen Nadeln. Die Trommersche Probe ist positiv. [o]}?: — 31,6°. 

Bei der NS-Bestimmung (17,5 y Sbst. in 1 ccm Wasser) ergibt sich ein Wert 
von 80% (ber. als NS-Methylglykosid). Die Substanz ist papierchromatographisch 
einheitlich, Ry = 0,11 (Butanol-Eisessig- Wasser 4: 1 : 5, Butanolschicht als mobile 
Phase. Papier: Schleicher & Schiill 2043b; aufsteigend; Farbung: Bials oder 
Ehrlichs Reagens). Beim Erhitzen mit n/10-NaOH entsteht, ebenso wie bei der 
N-Acetyl-NS, «-Pyrrol-carbonsaure. Jedoch ist papierchromatographisch bei der 
Farbung mit dem Ehrlichschen Reagens auBer diesem Zersetzungsprodukt 
(Ry = 0,95) noch eine andere, ahnliche Substanz mit wesentlich niedrigerem 
Ry-Wert (0,76) nachzuweisen. Die Papierchromatographie erfolgte in der gleichen 
Weise wie oben beschrieben. Bei dem nach der Alkalibehandlung aufgenommenen 
UV-Spektrum ergab sich dagegen kein nennenswerter Unterschied (Abb. 3) gegen- 
iiber der N-Acetyl-neuraminsaure®*. 
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big, tH somal Abb. 3. UV-Spektrum nach Alkalibehand- 
4 [ i i 7 On. tei 
ai sae. | lung der N-Glykolyl-neuraminsaure (enzy- 
Ad aa matisch abgespalten); 1 mg Sbst. mit 10 cem 
ps vw al | n/10-NaOH 15 Min. im siedenden Wasserbad 
alt \ | erhitzt und nach dem Abkihlen mit 2-n. HCl 
_ | T 
“mT a : a a neutralisiert. 
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Die Glykolylbestimmung 


Etwa 1 mg Sbst. werden in ein kleines Reagenzglas eingewogen und mit 
1 com n-H,SO, zur Abspaltung der Glykolsaure eine Stde. im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Hierbei zersetzt sich die NS unter Bildung von Huminsubstanz. Man 
filtriert unter Verwendung von etwas Tierkohle in ein 10-cem-MeBkélbchen und 
fiillt bis zur Marke auf. Zur Bestimmung verwendet man 0,1 ccm dieser Lésung, 
welche in ein Reagenzglas abpipettiert werden, und fiigt 2 com der von Eegriwe® 
zum Nachweis von Glykolsiure angegebenen Reagenzlésung zu (10 mg 2.7-Di- 
hydroxy-naphthalin in 100 ccm konz. Schwefelsiure p. a. gelést. Man erhalt eine 
gelblich-griin fluorescierende Lésung, die beim Erwarmen oder langerem Stehen 
farblos wird. Das Reagens sollte verschlossen aufbewahrt werden und hilt sich 
dann einige Tage). 

Der Ansatz wird 20 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt, wobei sich die 
Lésung rot bis rotviolett farbt. Ablesung des E-Wertes im Eppendorf-Photometer 
(Filter 546) gegen einen in der gleichen Weise behandelten Leerwert. Die dem ab- 
gelesenen E-Wert entsprechende Menge Glykolsaiure erhalt man aus einer mit reiner 
Glykolsiure ermittelten Eichkurve. Sehr gut abzulesende und genaue E-Werte 
ergeben sich hierbei im Bereich von 1—10 y Glykolsaure. 

Bei einem geringen Glykolylgehalt der Substanz empfiehlt es sich, statt 0,1 ccm 
1 ccm der auf 10 ccm aufgefiillten Lésung fiir die Bestimmung zu verwenden und 
diese im Reagenzglas zunachst gefrierzutrocknen, ehe man das Reagens hinzufiigt. 
Man kann auch in der Weise vorgehen, da man die zu priifende Substanz mit 
1 ccm 2-n. HCl wie oben spaltet und das ganze Filtrat in Gegenwart von Alkali 
gefriertrocknet. 


® E. Eegriwe, Z. analyt. Chem. 89, 123 [1923]; s. a. Lieb u. Schéniger, 
Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. physiol. u. pathol. chem. Analyse 10. Aufl. III,, 
276 [1955]. 
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Eine direkte Glykolylbestimmung ohne vorherige Saéurehydrolyse und Zer- 
strung der NS ist nicht méglich. Die Farbe entwickelt sich dann erst nach langerem 
Erhitzen, und man erhalt keine reproduzierbaren Ergebnisse. 
Die Ergebnisse der Glykolylbestimmungen obiger Praparate und von anderen 


NS-Derivaten verschiedenen Ursprungs zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Glykolylgehalt von NS-Derivaten verschiedenen Ursprungs. 














, Darstellungs- Glykolylgehalt 
Substanz Ausgangsmaterial ntials, in %/ 
C,,H,,0,>N Ber. 18,2 
C,2H2,0,,) 16,6 
N-Glykolyl-NS — mit n/10-H,SO,| Gef. 17,2 
N-Glykolyl-NS ee mit RDE 17,8 
N-Acetyl-NS — mit n/10-H,SO, 3,9 4,3 
N-Acetyl-NS — mit RDE 4,5 
N-Acetyl-NS Fetuin mit n/10-H,SO, 0,8 
N-Acetyl-NS Harnmucin mit RDE 0 
NS-Methylglykosid | Mucin von Rinder-, 
Schweine- und ; 
Pferde-Submaxil- ee 0 
laris sowie von 
Kuhcolostrum 











Die Untersuchung: wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 

Herrn Dr. Gallut, Pasteur-Institut, Paris, danken wir fiir die Uberlassung 
des Choleravibrionenfiltrats und Herrn Dr. K. Heimbach, Chemisches Institut 
der Universitat K6ln, fiir die Anfertigung der IR-Spektren. 


Zusammenfassung 

Das ,,Receptor Destroying Enzyme“ aus Kulturfiltraten von 
Choleravibrionen spaltet aus Schweine-Submaxillarismucin NV-Glykolyl- 
neuraminsdiure ab. Die aus dem Mucin auch durch Spaltung mit 
n/10-Schwefelsiure erhaltene Substanz ist mit der vor kurzem von Blix 
und Mitarbb. beschriebenen P-Sialinsaéure identisch. 

Es wird eine Methode zur Glykolylbestimmung angegeben und der 
Glykolylgehalt einiger Neuraminsiaurederivate festgestellt. 


Summary 

The receptor destroying enzyme from V. cholerae culture filtrates 
splits N-glycolylneuraminic acid from porcine submaxillary mucin. This 
acid which is also obtained from the mucin by cleavage with N/10 
sulphuric acid is identical with the porcine sialic acid recently reported 
by Blix and co-workers. A method is described for the determination 
of glycolyl groups and has been employed for the estimation of the 
glycolyl content of several neuraminic acid derivatives. 
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Uber das Vorkommen der A*®-12-5-n-Octadecatetraensdure 
im Heringsél und deren Isolierung 
Von 
E. Klenk und H. Brockerhoff 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Januar 1957) 


Das Vorkommen einer Octadecatetraensiure in den FischGlen ist, 
soweit ersichtlich, zuerst von Schmidt-Nielsen! festgestellt worden. 
Dieser Befund wurde wiederholt bestatigt?*. Nach Toyama und 
Tsuchija?® ist die entsprechende aus Sardinendl gewonnene Polyensaure 
die A*-8-12-15_Octadecatetraensiure. Demnach wirden hier neben einer 
Divinylmethangruppierung noch zwei Divinylathangruppierungen vor- 
handen sein. Im Gegensatz dazu haben nach unseren bisherigen Be- 
funden! die Polyensaéuren der Fischéle, ebenso wie die der Phosphatide 
der Saugetierorgane, ausschlieBlich Divinylmethanstruktur. 

Zur Klarung der noch offenen Frage iiber die Konstitution dieser 
hochungesattigten Fettsaéure, welche offensichtlich nur in den Fisch- 
len, nicht dagegen in den Phosphatiden der Séiugetierorgane vorkommt, 
haben wir die Verbindung aus Heringsél durch Vakuumdestillation des 
Gemischs der Polyensiuremethylester und anschlieBende Gegenstrom- 
verteilung der C,,-Polyensiurefraktion isoliert. Die so gewonnene 
Tetraensiure, welche im Gemisch der C,,-Polyensiuren als héchst un- 
gesattigte Fettsiure in einer Menge von 40—50% vorhanden ist, war 
papierchromatographisch einheitlich und ging beim Hydrieren in Stearin- 
siure (Schmp. 68°) iiber. Auf Grund des UV-Spektrums nach der Alkali- 
isomerisierung war die Saéure frei von hoher ungesattigten Fettsauren. 

Der Ozonidabbau der freien Tetraensiure und ihres Methylesters 
nach Klenk und Bongard? fiihrte zu dem in Tab. 1 zusammen- 
gestellten Ergebnis. 








1 §. Schmidt-Nielsen, Chem. Umschau Gebiete Fette, Ole, Wachse, Harze 
29, 54 [1922]. 

2 J. B. Brown u. G. D. Beal, J. Amer. chem. Soc. 45, 1289 [1923]. 

3 Y. Toyama u. J. Tsuchija, Bull. chem. Soc. Japan 10, 192 [1935], zit. 
nach T. P. Hilditch, The chemical constitution of natural fats, 224 ed. London 
1949, S. 434. 

4 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 292, 51 [1953]; Intern. Conference on 
Biochem. Problems of Lipids, Kononkl. vlaamse Akad. voor Wetenschappen u. 
schone Kunsten von Belgie, Briissel S. 33 (1953). 

5 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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Tab. 1. Abbaudicarbonséuren der Octadecatetraensiure und ihres Methylesters. 
Menge in Mol pro Mol Polyensaure. 





héhere Dicarbonséuren Adipinsaure Malonsaure 





freie Siure |Halbester |freieSaure|Halbester | freie Saure 








C,,-Tetraensiure. .| etwa 0,07 -— 0,90 — 1,48 
C,,-Tetraensaure- 
methylester . . . 0,06 0,88* 1,45 


* enthalt noch kleinere Mengen héhere Dicarbonsiuren bzw. ihre Halbester. 


Das Vorhandensein der Adipinsaure als Hauptspaltstiick neben der 
Malonsaure wurde sowohl papierchromatographisch wie auch durch Iso- 
lierung der Substanz auf praiparativem Wege bewiesen. Da bei der Ozo- 
nidspaltung des Tetraensdiure-methylesters nur Malonsiure als praktisch 
einzige freie Dicarbonsaiure angetroffen wurde, muB die Anordnung der 
Doppelbindungen in der Divinylmethangruppierung als gesichert gelten. 
Nach den Versuchsergebnissen kann auch kein Zweifel bestehen, daB die 
Adipinséure vom Carboxylende der Tetraensaéure stammt. Die kleinen 
Mengen freie Adipinsiure (0,06 Mol), die bei der Spaltung des Tetraen- 
siuremethylesters erhalten wurden, diirften durch teilweise Verseifung 
des Halbesters der Dicarbonsiure wihrend der Ozonidspaltung und der 
Aufarbeitung der Abbausauren entstanden sein. Die Anwesenheit der 
geringen Mengen hoherer Homologen der Adipinsiéure weist auf das Vor- 
handensein von gewissen Verunreinigungen im Tetraenséurepraparat 
hin. Jedoch diirfte die Saure in einem Reinheitsgrad von mindestens 90% 
vorgelegen haben. 

Das Abbauergebnis zeigt, daB es sich um die 4*-*-1?-15-n-Octadeca- 
tetraensiure handelt. Im Zusammenhang mit den friiheren® Unter- 
suchungsergebnissen tiber die Biogenese dieser hochungesiattigten Fett- 
siuren im Tierkérper wird man annehmen diirfen, daB sie aus Linolen- 
sure durch Einfiihrung einer weiteren Doppelbindung (Dehydrierung) 
in Stellung 6 entsteht. 


Beschreibung der Versuche 


Die Isolierung der Octadecatetraensaure 


Die Methylester von 176 g hochungesattigten Fettsiuren (JZ 279), die nach 
der bereits beschriebenen’ Methode aus 1 kg Heringsél gewonnen waren, wurden in 
einer 75cm hohen, mit einem versilberten Vakuummantel isolierten und mit 
kleinen Drahtnetzsatteln gefiillten Kolonne bei 10~‘ Torr fraktioniert destilliert 
(Tab. 2). 

Die papierchromatographische Priifung der hydrierten Saéuren nach Wagner, 
Abisch und Bernhard? ergab bei Fr. 4, 5 u. 6 Identitaét mit Stearinsiure; jedoch 
enthielt Fr. 4 noch etwas Palmitinsaure, Fr. 5 u. 6 noch etwas Eikosansaure bei- 
gemengt, wahrend das Hydrierungsprodukt von Fr. 7, wie erwartet, sich als ein 
Gemisch von Stearin- und Eikosansaure herausstellte. 


"© E Klenk, diese Z. 802, 268 [1955]. 
7 E. Klenk u. D. Eberhagen, diese Z. 307, 42 [1957]. 
8 A. Wagner, L. Abischu. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 38, 1536 [1955]. 
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Tab. 2. Fraktionierte Vakuumdestillation der hochungesattigten 
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Fettsiuremethylester. 
hydrierte Saure 
Heizbad- Sdp.o,0001 Menge} y,4,.| Rohprodukt |, umkrist. 
temp. “ g > a 
Schmp. |A@uv-| Schmp. | 420%; 
1—3 |198—205% 70— 99° | 33 
4 210° 100—107° | 11,3 | 208 63° 282 66°* 282 
5 214° 108—110° | 11,1] | 214 66° 285 | 68—69°* | 285 
6 217° 110—112° | 11,4 | 213 65° 288 66°* 287 
7 61—62° | 294 63° 293 
1 








* Die Saéuren geben mit Stearinsiure (Schmp. 69°) keine Schmelzpunktsdepression. 
** C,,Hs.0, Aquiv.-Gew. ber. 284,4. 


Wie die UV-Spektren der Fr. 4, 5 u. 6 nach der Alkaliisomerisierung zeigen 
(Abb. 1), ist in allen drei Fraktionen eine Tetraensaure (Maxima bei 301 u. 315 my) 
als Hauptbestandteil enthalten. In den Fr. 5 u. 6 finden sich noch kleinere Mengen 
ceca | gpa aaaaaiana (Maximum bei 346 my). Es diirfte sich hier um eine ('.)-Saure 

andeln. 
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; Abb. 1. UV-Spektren der C,,-Polyensaure- 
ad bzw. Polyensiuremethylester-Fraktionen 
4 (Saure) (--------- ), 5 (Séure) (——) u. 6 
20 7 (Ester) (----) vor und nach der Alkali- 
vy isomerisierung (isomerisiert in 21-proz. 

2 KOH-Glykol bei 180°, 8 Min.). 

oD 





Alm) 
Zur Abtrennung der Tetraensiure wurden die Fraktionen 4 und 5 durch 
Gegenstromverteilung wie iiblich® in die Komponenten zerlegt. Die Verteilungs- 
kurven (Abb. 2 und 3) gleichen sich weitgehend. 





am nf rom 





Fraktionen—~ 


Tetraen § 


Fraktionen= 
Abb. 3. 


Abb. 2. 
Abb. 2. Verteilungskurve der C,,-Polyensaurefraktion 4. 
Abb. 3. Verteilungskurve der C,,-Polyensaurefraktion 5. 


Bei der Verteilung von Fr. 5 wurden die an den mit Pfeilen bezeichneten 
Stellen der Verteilungskurve (Abb. 3) entnommenen Proben (a—e) mit Alkali iso- 


® E. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 801, 156 [1955]. 











(1957) 








zeigen 
5 mp) 
engen 
Saure 


sAure- 
jionen 
)u. 6 
Ikali- 


-proz. 


eten 
| iso- 





Bd. 307 (1957) 4%*-12-15.n-Octadecatetraensdure im Heringsél 275 


merisiert und die UV-Spektren aufgenommen. Demnach enthielten a und 6 die 
Tetraensaure (mit kleinen Beimengungen einer Pentaensaure), c Triensdure, d Dien- 
siure und e Monoenséure. Zur Gewinnung der Tetraensaure vereinigte man die 
bei der Verteilung von Fr. 4 bzw. 5 erhaltenen Proben 320—380 bzw. 319—388 
und trennte nach Abdestillieren des Lésungsmittels zur Entfernung von etwa vor- 
handenem Hahnfett das Unverseifbare ab. Aus 4,8 g der Fr. 4 bzw. 4,0 g der Fr. 5 
wurden 1,27 bzw. 1,20 g Tetraensaure (Prap. I bzw. II) erhalten. Schwach gelb ge- 
farbte, leicht bewegliche Ole. Jodz.!° C,,H,,0, ber. 366, gef. 351 (I) bzw. 353* (II). 
Die UV-Spektren der isomerisierten und nicht isomerisierten Sauren siehe Abb. 4a 


und b. 
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Abb. 4a und b. UV-Spektrum der Octadecatetraensiure aus Fr.4 (a) und Fr. 5 (5) 
vor (-----) und nach der (—_—-) Isomerisierung. 












































Demnach ist I pentaensiure-frei, wihrend II noch kleine Mengen Pentaen- 
siure enthalt. Durch Hydrierung erhalt man sowohl aus I wie auch aus II Stearin- 
siure vom Schmp. 68°, die sich auf Grund der papierchromatographischen Priifung 
als einheitlich erweist. Nimmt man an, daB die Tetraensaure auf die Proben 
260—420 (Fr. 4) bzw. 260—430 (Fr. 5) verteilt ist, so errechnet sich aus dem 
Bromverbrauch der Tetraenséuregehalt von Fr. 4 bzw. Fr. 5 zu 43% bzw. 50%. 


Die Ozonidspaltung 


Freie Saure: 109,6 mg Octadecatetraensiure (pentaensaure-freies Prapa- 
rat I) wurden nach Klenk und Bongard5 ozonisiert und oxydativ gespalten. Im 
iibrigen wurde wie iiblich’ verfahren. Zum Liésen der Abbaudicarbonséuren muBte 
5-proz. Butanol-Chloroform verwendet werden. Nach Auffiillen auf 10 com wurde 
lecm davon (entspr. 10,96 mg Tetraensiéure) mit Saiule D chromatographiert 
(Abb. 5). 
Abb. 5. Chromatogramm der Abbau- 
dicarbonsauren der Octadecatetraensaure 
(Prap. I). 1% (4—21): 1,10 ccm n/100- 
NaOH, gef. 0,14 Mol Adipinséure und 
héhere Dicarbonséuren. — 5% (31—66): 
6,59 ccm n/100-NaOH, gef. 0,83 Mol 
Adipinsaure. — 20% (91—124):11,69cem & wD a) Wa 
n/100-NaOH, gef. 1,48 Mol Malonsaure. Fraktion—~ 


* Nach Rosenmund und Kuhnhenn erhalt man etwas niedrigere Werte als 


mit anderen Methoden. 
10 Nach K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. 


GenuBmittel 46, 154 [1923]. 
































— 





18* 














E. Klenk u. H. Brockerhoff, 





Bd. 307 (1957) 


Die papierchromatographische Priifung nach Lugg u. Overell?! ergab, da8 
Fr. 4—21 aus Adipinséure (Hauptmenge) und zwei héheren Dicarbonsauren, die 
nicht genau identifizierbar waren, bestand. Ein besseres Chromatogramm erhielt 
man nach dem Verfahren von Seher!*. Hier stimmen die Ry-Werte der beiden 
héheren Dicarbonséuren etwa mit denen von Korksiure und Azelainsaure iiberein. 
Von den 0,14 Mol der mit 1% Butanol-Chloroform eluierten Dicarbonsauren diirften 
etwa 0,07 Mol Adipinsaure, 0,07 Mol héhere Dicarbonsaéuren sein. Fr. 31—66 war 
reine Adipinsaure, Fr. 91—124 reine Malonsaure. 

Um das Vorliegen von Adipinsiure noch weiter zu sichern, wurden die Ab- 
baudicarbonsaéuren von 250 mg Tetraensiure in 5 Portionen wie oben chromato. 
graphisch mit Saiule D getrennt und die nicht titrierten, vereinigten Eluate mit 
5-proz. Butanol-Chloroform i. Vak. zur Trockne gebracht. Der krist. Riickstand 
schmolz nach Auswaschen mit Benzol bei 144° und die aus Wasser umkristallisierte 
























































B T 
nr 8 \ | Abb. 6. Chromatogramm der Abbau- 
t u iS siuren des Octadecatetraensiure-methy]l- 
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Substanz bei 149—150°. Mit reiner Adipinsiure (Schmp. 151°) ergab sich keine 
Schmelzpunktsdepression. Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus Wasser 
umkristallisiert und i. Vak. iiber P,O; getrocknet. 


4,810 mg Sbst.: 8,680 mg CO,, 3,030 mg H,0. 
C,H,,0, Ber. C 49,29 H 6,90 Gef. C 49,23 H 7,05 


Methylester: Die im vorliegenden Fall nicht mit Petrolather behandelten 
Abbausaiuren von 172,0 mg Octadecatetraensiure-methylester (Prip. I) wurden 
wieder in 10 ccm 5-proz. Butanol-Chloroform gelést und 1 cem davon (entspr. 
17,2 mg Tetraenséuremethylester) mit Siule D chromatographiert (Abb. 6). 

Die papierchromatographische Priifung nach Lugg und Overell ergab, da8 
Fr. 4—17 nach der Verseifung des Halbesters aus Adipinsiure bestand. Das Vor- 
handensein der oben nachgewiesenen héheren Homologen der Adipinséure konnte 
hier nicht festgestellt werden. Es handelt sich um zu kleine Mengen. Fr. 28—50 
war reine Adipinsaure. 

Der Ozonidabbau des nicht ganz pentaensiure-freien Tetraensiureprapa- 
rats II fiihrte zu demselben Ergebnis wie oben, nur da hier unter den Abbau- 
dicarbonsaéuren noch 0,06 Mol Glutarsiure nachgewiesen wurden. Dies spricht 
dafiir, daB dieses C,,.-Tetraensiurepraparat als Verunreinigung kleine Mengen der 
vor kurzem’ aus Dorschlebertran isolierten 45-:1!-14-17-n-Kikosapentaensaure ent- 
hielt und daB eine C,,.-Pentaensaure im Herings6] vollstandig fehlt. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. Der Firma A/S. Johann, C. Martens & Co., 
Bergen, danken wir fiir die freundliche Uberlassung des Ausgangsmaterials. 


1 J, W. H. Lugg u. B. T. Overell, Nature { London] 160, 87 [1947]. 
i2 A, Seher, Fette u. Seifen 58, 401 [1956]. 
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Zusammenfassung 


Aus Herings6l wurde eine Octadecatetraensiure isoliert. Sie bildet 
den Hauptbestandteil des C,,-Polyensaiuregemischs. 
Nach dem Ergebnis des Ozonidabbaus der freien Saiure und des 
Methylesters handelt es sich um die 4*-*-1?-15.n-Octadecatetraensaure. 


Summary 


An octadecatetraenoic acid has been isolated from herring oil and 
forms the bulk of the mixed C,,-polyene acids. The results of ozonolysis 
of the free acid and its methyl ester indicate that the acid is 4%%1?-19. 
n-octadecatetraenoic acid. 
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Uber die Natur der Zellreceptoren fiir das Influenzavirus 
Von 
E. Klenk und H. Lempfrid 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6lIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1957) 


Durch Einwirkung von Kulturfiltraten der Choleravibrionen ver- 
lieren, wie Burnet! festgestellt hat, die Erythrocyten ihre Fahigkeit 
mit Influenzavirus zu agglutinieren. Burnet erklirt diese Beobachtung 
durch die Annahme, daB8 in dem Kulturfiltrat ein Enzym (RDE = 
Receptor Destroying Enzyme) vorhanden ist, welches die Zellrecep- 
toren von der Oberflache der Erythrocyten abspaltet. Nachdem gezeigt 
worden war2-4, daB sowohl das Influenzavirus selbst wie auch das RDE 
aus Mucinen verschiedener Herkunft N-Acetyl- (bzw. N-Glykolyl-) 
neuraminsaure in Freiheit setzt, haben wir den Versuch gemacht, den 
bei der Einwirkung des RDE auf den Erythrocyten stattfindenden 
Vorgang etwas genauer aufzukliren. 

Um faBbare Mengen des Spaltprodukts zu erhalten, wurde nicht 
mit intakten Erythrocyten, sondern mit Erythrocytenstroma gearbeitet, 
in welchem das Vorkommen von neuraminsiurehaltigen Glykoproteiden 
bereits nachgewiesen ist®. Wir fanden, daB bei Verwendung von 
menschlichen Erythrocyten als Ausgangsmaterial ebenso wie bei den 
die Hamagglutination hemmenden Mucinen durch das RDE die Haupt- 
menge der im Stroma vorhandenen Neuraminsiure als N-Acetyl- 
Verbindung abgespalten wird. Das Spaltprodukt wurde in kristallisierter 
Form isoliert. 

Das Ultrafiltrat des Spaltungsansatzes enthalt auBer der N-Acetyl- 
neuraminsaure noch betrachtliche Mengen EiweiBspaltprodukte (Amino- 
siuren und niedrigmolekulare Peptide). Wie aus Kontrollversuchen 
hervorgeht, entstehen diese jedoch aus dem Stromaeiwei8 durch Ein- 
wirkung der darin vorkommenden proteolytischen Fermente. 

Es spricht demnach alles dafiir, daB mit der hier enzymatisch aus 
dem Erythrocytenstroma abgespaltenen N-Acetyl-neuraminsiure die 
fiir das Influenzavirus biologisch wirksame Receptorsubstanz der 
menschlichen Erythrocyten gefaBt und identifiziert werden konnte. 


1 F.M. Burnet, J. F. McCrea u. J.D. Stone, Brit. J. exp. Pathol. 24, 
228 [1946]; F. M. Burnet u. J. D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 227 
[1949]. 

2 E. Klenk, H. Faillardu. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]; Photogr. 
u. Wiss. 5, 3 [1956]. 

3-H. Faillard, diese Z. 305, 145 [1956]; 807, 62 [1957]. 

4 E. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 307, 266 [1957]. 
5 KE. Klenk u. W. Stoffel. diese Z. 803, 48 [1955]. 
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Beschreibung der Versuche 


Darstellung des Stromas: Als Ausgangsmaterial dienten iiber 3 Wochen 
alte menschliche Blutkonserven (jeweils 1—1,5 1) der Blutgruppe 0. Die Blut- 
kérperchen (Blkp.) wurden vom Serum abzentrifugiert und 2—3mal mit physio- 
logischer Kochsalzlésung gewaschen. Die gewaschenen Blkp. wurden mit dem 
gleichen Volumen dest. Wassers hamolysiert und so viel Harnstoff zugegeben, daB 
die Lésung 1-proz. an Harnstoff war. AnschlieBend wurde im Kalteraum mit dest. 
Wasser auf 10/ aufgefillt. Innerhalb einiger Stunden setzte sich das Stroma 
leicht flockig ab. Die iiberstehende farbstoffhaltige Lésung wurde abgehebert 
und der Stromabodensatz wieder auf 10/ aufgefiillt. Diese Prozedur wurde 3—4- 
mal wiederholt. Nach dem letzten Auswaschen wurde der Stromabodensatz in 
der etwa 3-fachen Menge Leitungswasser suspendiert. Diese Suspension war recht 
stabil und sedimentierte nicht spontan. 4 Tle. dieser Suspension wurden mit 1 Ti. 
Ather geschiittelt und dann 5 Min. bei 1700 g zentrifugiert. Dabei ging das Stroma 
als braunlicher bis hellrosa Schwamm in die Ather-Wasser-Grenzschicht. Der rest- 
liche Blutfarbstoff blieb zum gr6Bten Teil in der waBrigen Phase, die vom Stroma 

abgetrennt wurde. Auch die iiberstehende Atherschicht wurde entfernt. Das noch 

stark atherhaltige Stroma wurde mit wenig dest. Wasser versetzt und im Kalte- 
raum 3 Tage lang bei taglichem Wechsel gegen jeweils 101 dest. Wassers dialy- 
siert. Nach der Dialyse wurde das Stroma 30 Min. bei 4000 g zentrifugiert. Die 
iiberstehende Fliissigkeit opalescierte meistens stark und enthielt noch 25—45 y 
Neuraminsaure (NS)/ecm. Der roétlich-braune bis graue Bodensatz wurde mit 
einigen cem von der iiberstehenden Fliissigkeit zu einer dichten Suspension ver- 
riihrt, von der der Neuraminsauregehalt und der Hemmwert gegen Indikatorvirus 
— Influenza B Lee — bestimmt wurden. 

Bestimmung des Hamagglutinations-Hemmwertes: Von derStroma- 
suspension, welche als Hemmstoff wirkte, wurden Verdiinnungsreihen mit physio- 
logischer Natriumchloridlésung in der Zweierpotenz angelegt. Zur Erkennung des 
Hemmwertes war die Mitfiihrung einer Stromakontrollreihe ohne Viruszusatz 
erforderlich, weil in den starkeren Konzentrationen das Stroma schnell sedimen- 
tierte und auch normalerweise mit den zugegebenen Hiihnerblutkérperchen 
Agglutinationsbildung ergab. Der Hemmwert wurde nach Tamm und Horsfall, 
wie bei Klenk, Faillard und Lempfrid? beschrieben, bestimmt. 

Konzentration und Reinigung von RDE. Zu Choleravibrionenfiltrat, 
das auf 0° abgekiihlt uad mit 1l-n. HCl auf py 5,0 eingestellt war, wurde das 
1},-fache Volumen stark gekiihlten Methanols (—40°) zugegeben. Nach 48stdg. 
Aufbewahren bei 0° zentrifugierte man das Prazipitat ab und nahm es in méglichst 
wenig 1-proz. NaCl-Lésung auf. Die Lésung wurde ohne Riicksicht auf ungelést 
gebliebene Anteile gegen das 20-fache Vol. einer Lésung dialysiert, die 1% NaCl 
und 0,1% CaCl, enthielt. 

Die Adsorption des Enzyms aus der dialysierten und zentrifugierten Lésung 
an Blkp. und seine Elution erfolgte in der von Faillard® beschriebenen Weise. 
Aus dem Fluat fallte man das Enzym mit 0,4 Gew.-Tln. (NH,),.SO,. Das nach 
3-tagigeo’ Aufbewahren abzentrifugierte Prazipitat wurde in wenig 0,05-proz. 
CaCl,-Lésung aufgenommen, die Lésung gegen eine 0,05-proz. CaCl,-Lésung 
dialysiert und bei 4000 g zentrifugiert®. Bestimmung des Titers der so erhaltenen 
RDE-Lésung siehe Faillard’. 

Die Spaltungsansatze und ihre Aufarbeitung. Die 0,05°, CaCl, ent- 
haltende Stromasuspension wurde mit der gereinigten RDE-Lésung gut gemischt. 
Nach Zugabe von 1—2 cem Ather zur Verhinderung bakterieller Zersetzung lieB 
man im Brutschrank bei 37° verschlossen stehen. Die Spaltungsansaétze wurden 
nach Klenk, Faillard und Lem pfrid? aufgearbeitet mit Ausnahme des Ansatzes, 
bei dem der Versuch gemacht wurde, die abgespaltene V-Acetyl-neuraminsiure 
aus dem Ultrafiltrat mit Hilfe einer Anionenaustauschersiule (Lewatit MIH, 





6 G.L. Ada u. E. L. French, Austral. J. Sci. 18, 82 [1950]. 
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Acetatform) zu isolieren*. Das die N-Acetyl-NS enthaltende Eluat gab 71 mg 
Trockensubstanz (38,7% NS). Das Ergebnis der Aufarbeitung der iibrigen Ansatze 
zeigen die Tabellen 1 und 2. 


Tab. 2. Ergebnis der Aufarbeitung des Ultrafiltrates. 





























eee ™ nach papierchromato- nach papierelektrophore- 
nach Entsalzung graphischer Reinigung tischer Reinigung 
Ansatz 
wees NS-Gehalt Trocken- | N8-Gebalt | trocken-| | NS-Gehalt 
Nr. = 
‘ substanz substanz substanz 
mg mg % mg mg % mg mg % 
1—3 287,2 47,3 | 16,5 167,0 40,2 | 24,0 26,0 11,3 | 43,4 
4—5 500,2 72,0 | 14,4 276,0 49,3 | 17,8 91,2 40,5 | 44,0 
6* 87,4 19,9 | 22,8 - — = 29,8 14,3 | 47,9 





* Bei diesem Ansatz wurde die papierchromatographische Reinigung nicht durchgefiihrt. 


Als Kontrolle wurde ein Ansatz von 62 ccm Stromasuspension mit 27,3 mg 
NS und einem Hemmwert von 1/2560 bis 1/5120 ccm pro Agglutinationsdosis 
50 Stdn. ohne Zugabe von RDE im Brutschrank bei 37° stehengelassen. Im Ultra- 
filtrat war keine NS nachweisbar. 


Die Kristallisation der abgespaltenen N-Acetyl-NS 


Die oben erhaltenen Rohprodukte mit einem NS-Gehalt von 38—48°% wurden 
in der tiblichen Weise aus etwas Wasser enthaltendem Eisessig zur Kristallisation 
gebracht. Mit EinschluB der aus den Mutterlaugen auskristallisierten Substanz 
erhielt man insgesamt 44,8 mg N-Acetyl-neuraminsaure. 

Zur Analyse wurde die noch einmal umkristallisierte Substanz i. Hochvak. bei 
60° tiber P,O, und KOH getrocknet. 

5,020 mg Sbst.: 7,835 mg CO,, 2,780 mg H,O. — 3,050 (2,840/3, 145/3,016) mg 
Sbst.: 0,960 (0,900/0,900/0,855) ccm »/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). — 10,815 mg 
Sbst.: 0,62 com n/20-NaOH, entspr. 1,334 mg CH,-CO (n. Freudenberg und 
Bredereck’). 

C,,H,,0,N Ber. C 42,72 H 6,19 N 4,53 CH,-CO 13,93 
C,.H3;0;>N Ber. C 42,48 H 6,23 N 4,13 CH,-CO 12,70 
Gef. C 42,58 H 6,20 N 4,40; 4,44; 4,00 3,98 CH,-CO 12,33 


Rein weiBe, aus wasserhaltigem Eisessig in feinen Nadeln (Abb. 1) kristalli- 
sierende Substanz, Schmp. 182—188° unter Zersetzung. Das Infrarotspektrum 
(Abb. 2) ist mit dem der enzymatisch aus Harnmucin abgespaltenen Substanz 
identisch. Die Glykolylbestimmung nach Klenk und Uhlenbruck‘ mit 0,365 mg 
Substanz war negativ. Da sich mit der Bestimmung noch | y Glykolsaure gut er- 
fassen laBt, liegt der Glykolylgehalt wahrscheinlich wesentlich unter 0,1°. Beim 
Erhitzen mit /10-NaOH bildet sich unter Zersetzung «-Pyrrolcarbonsaéure? 
(0,1-proz. Lésung in n/10-NaOH, 10 Min. im siedenden Wasserbad, nach Neutrali- 


sierung mit n-HCl. [E]} 22: 158 bei 263 my). 


Die EiweiBspaltprodukte im Spaltungsansatz undim Kontrollversuch 


Um zu priifen, ob durch die RDE-Praparate auBer der N-Acetyl-NS noch 
andere stickstoffhaltige Substanzen von dem Stromaeiwei8 abgespalten werden, 
wurde ein weiterer Spaltungsversuch mit RDE (Titer 1: 1000 bis 1: 2000) und ein in 





7 H. Bredereck, Angew. Chem. 45, 241 [1932]. 














282 E. Klenk u. H. Lempfrid, 


Bd. 307 (1957) 





gleicher Weise angesetzter Kontrollversuch ohne RDE mit einer Stromasuspension 
ausgefiihrt, die in beiden Fallen 19,2 mg NS enthielt. Nach 48stdg. Bebriitung bei 37° 
waren in dem 54,6% der eingesetzten NS enthaltenden Ultrafiltrat des Ansatzes 
mit RDE insgesamt 7,60 (7,79) mg N und im NS-freien Ultrafiltrat des Kontrol!- 
versuchs insgesamt 8,11 (8,13) mg N vorhanden. Nach der wie oben durchgefiihrten 


Entsalzung betrug der x-Aminosiure-N® im Spaltungsversuch 12,1°%, im Kontroll- 





Abb. 1. N-Acetyl-neuraminsaure aus Erythrocytenstroma 
(aus Kisessig kristallisiert). 
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Abb, 2. IR-Spektrum der N-Acetyl-neuraminsaure aus Erythrocytenstroma. 


versuch 15,0% des Gesamt-N. Das Substanzgemisch zeigte in beiden Fallen auf 
Grund der papierchromatographischen Priifung (Papier: Schleicher & Schiill 2043 b, 
Loésungsmittel: Butanol: Kisessig: Wasser = 4:1:5 mit der Butanolschicht als 
mobile Phase, Farbung mit Ninhydrin) dieselbe Zusammensetzung. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. Herrn Dr. Gallut, Institut Pasteur Paris, danken 
wir fiir die Uberlassung von Choleravibrionenfiltrat und Herrn Dr. Weiss, Blut- 
spenderzentrale des DRK Diisseldorf, fiir die Blutkonserven. 





8 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 
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Zusammenfassung 


Durch Einwirkung von konzentriertem gereinigtem RDE (Receptor 
Destroying Enzyme) auf menschliche Erythrocyten wird daraus N-Ace- 
tyl-neuraminsadure abgespalten. Die Substanz wurde in kristallisierter 
Form isoliert. Der Befund wird als weiterer Beweis dafiir angesehen, 
daB die Zellreceptoren fiir das Influenzavirus mit der N-Acetyl-neura- 
minsaure, der prosthetischen Gruppe gewisser im menschlichen Ery- 
throcytenstroma vorhandener Mucoproteide, identisch sind. 


Summary 


N-Acetylneuraminic acid has been cleaved from human erythrocytes 
by the action of concentrated purified receptor destroying enzyme and 
has been isolated in crystalline form. Support is thus given to the view 
that the cell receptors for the influenza virus consist of N-acetylneura- 
minic acid which is the prosthetic group of certain mucoproteins present 
in human erythrocyte stroma. 














Bd. 307 (1957) 


Uber die Abspaltung yon N-Acetyl-neuraminsaure 
aus Serum durch das ,,Receptor Destroying Enzyme“ 
aus Vibrio cholerae 
Kurze Mitteilung 
Von 
P. Bohm, J. Ross und L. Baumeister 


Aus der Medizinischen Universititsklinik Bonn, Direktor: Prof. Dr. P. Martin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1957) 


Nach Burnet und Mitarbb.! enthalt das Kulturfiltrat aus Vibrio 
cholerae ein Enzym, Receptor Destroying Enzyme (RDE), durch dessen 
Einwirkung die Erythrocyten die Agglutinationsfihigkeit mit Influenza- 
virus verlieren, da das Enzym die Receptoren fiir das Virus zu zerstéren 
scheint. 

Schon Hirst? fand, daB Serum die Hamagglutination durch 
Influenzavirus hemmen kann. Die Hemmwirkung des Serums beruht 
zum Teil auf spezifischen Antikérpern, zum anderen Teil auf unspezi- 
fischen, in jedem Serum vorhandenen Faktoren. Francis? stellte fest, 
daB erhitztes, ,,inaktiviertes‘‘ Influenza-B-Virus durch normales Serum 
besonders stark gehemmt wird; Serum besitzt gegeniiber inaktiviertem 
Virus einen sehr viel hdheren Hemmtiter als gegeniiber aktivem Virus. 
Die Fraktion des Serums, die fiir die Himagglutinations-Hemmung des 
inaktivierten Virus verantwortlich ist, wurde von Anderson‘ aus der 
Schule Burnets als ,,Francis-Inhibitor‘‘ bezeichnet. McCrea? identi- 
fizierte den ,,Francis- Inhibitor“ als eine Komponente der hitzestabilen 
Mucoproteinfraktion des Serums. 

In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, da8 sehr viele 
Mucoproteide haimagglutinationshemmende Wirkung haben, so auch 
Ovomucin und Harniaucin. Auf diese beiden Substanzen lieBen Gott- 
schalk und Lind® Influenza-B-Virus einwirken. Dabei wurde eine 
dialysable, niedrigmolekulare, stickstoffhaltige Substanz abgespalten. 
Klenk, Faillard und Lempfrid’ isolierten die Substanz und identi- 


1 F. M. Burnet, J. F. McCrea u. J. D. Stone, Brit. J. exp. Pathol. 27,228 
[1946]; F. M. Burnet u. D. J. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 25, 227 
[1947]; J. D. Stone, ebenda 25, 137 [1947]. 

2 G. K. Hirst, J. exp. Medicine 75, 49 [1942]. 

3 T. Francis, J. exp. Medicine 85, 1 [1947]. 

4 §. G. Anderson, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 347 [1948]. 

5 J. F. McCrea, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 355 [1948]. 

6 A. Gottschalk u. P. E. Lind, Nature [London] 164, 232 [1949]; A. 
Gottschalk, ebenda 167, 845 [1951]. 
* E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 
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fizierten sie als N-Acetyl-neuraminséure. Mit der Abspaltung von 
Neuraminséure geht die Fahigkeit zur Himagglutinations-Hemmung 
verloren. Man nimmt deshalb an, daB N-Acetyl-neuraminsiéure die 
Receptor-Substanz des Influenza-Virus ist. Faillard® zeigte, daB auch 
RDE aus Harnmucin und Rinder-Submaxillarismucin N-Acetyl- 
neuraminsaure abspaltet. Er fand eine enzymatische Abspaltung von 
60 bzw. 58% und konnte die abgespaltene Substanz isolieren. 

In friiheren Arbeiten fanden wir®, daB im Serum betrichtliche 
Mengen von an Eiweif gebundener Neuraminsiure vorkommen. Glyko- 
proteide des Serums enthielten bis zu 9° Neuraminsaure!°. Wie eingangs 
erwahnt, hemmt Serum die Hamagglutination durch Influenzavirus 
stark. Der Hemmtiter sinkt jedoch unter RDE-Einwirkung schnell ab‘. 
Wie wir jetzt feststellten, werden bei 38stdg. Einwirkung von RDE auf 
dialysiertes menschliches Serum bei 37° 60—68°% der im Ansatz vor- 
handenen Neuraminséure abgespalten. Diese lieB sich durch Ultra- 
filtration und Reinigung tiber Ionenaustauscher isolieren. Aus Eisessig- 
Wasser kristallisierte die Substanz in feinen Nadeln. Sie war mit N- 
Acetyl-neuraminsaure aus Submaxillarismucin und aus Serum identisch. 


Die Versuchsergebnisse werden an anderer Stelle ausfihrlich mitgeteilt. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzt. 

Herrn Prof. Dr. Dr. Klenk sowie den Herren Dr. Faillard und Dr. Lempfrid 
sind wir fiir wertvolle Ratschlage sehr dankbar. Herrn Prof. Dr. Schultze, 
Beringwerke Marburg (Lahn), sind wir fiir die Uberlassung von RDE besonders 
dankbar. 


Zusammenfassung 
Das Receptor Destroying Enzyme aus Vibrio cholerae spaltet aus 
menschlichem Serum, welches die Hamagglutination durch Influenza- 
virus stark hemmt, 60—68°% N-Acetyl-neuraminsiaure ab, die kristalli- 
siert erhalten werden konnte. 


Summary 


The receptor destroying enzyme from Vibrio cholerae splits N- 
acetyl-neuraminic acid in a yield of 60—68 per cent from human serum 
which strongly inhibits haemagglutination by the influenza virus. The 
acid was obtained in crystalline form. 

8 H. Faillard, diese Z. 305, 145 [1956]. 


9 P. B6hm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954]. 
10 P, Béhm u. L. Baumeister, diese Z. 305, 42 [1956]. 


























Vitamin B., 
und Intrinsie Factor 


Herausgegeben von 


Dr. H. C. Heinrich 


Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Hamburg 


Mit 244 Abbildungen, 1 farbigen Tafel und 176 Tabellen. 1957. 
XVI, 577 Seiten. 


Geheftet DM 75,—. Ganzleinen DM 79,—. 


(1. Europiisches Symposion 
tiber Vitamin B,2 und Intrinsic Factor 
Hamburg 23.-26. Mai 1956) 


Uber 100 sachverstandige Gelehrte, Chemiker, Physiker, Biologen und 
Mediziner kamen aus 20 Lindern und 3 Erdteilen nach Hamburg, um sich 
an dem Gesprich iiber das wirksamste aller Vitamine zu beteiligen, unter 
ihnen diejenigen, denen wir die grofartige Leistung seiner Auffindung und 
der Aufklarung seiner chemischen Konstitution zu verdanken haben. Ihre 
Berichte, die die Seiten dieses Buches fiillen, legen Zeugnis ab von der Viel- 
seitigkeit der Gesichtspunkte, unter denen das Gesprach gefiihrt wurde, von 
der Gréfe der geleisteten Arbeit, aber auch von der Fiille der Probleme, 
die noch zu lésen sind, bevor der volle Umfang der biologischen Leistung 
des Vitamins B,) erkannt sein wird. So ist dieses Buch gleichzeitig ein 
Rechenschaftsbericht iiber ein besonders erfolgreiches Teilgebiet naturwissen- 
schaftlicher Forschung und ein Programm, das in die Zukunft weist und zu 
neuen Leistungen auffordert. Mége es beiden Funktionen in vollem Um- 
fange gerecht werden, 


Inhaltstbersicht: I. Chemie und Biosynthese des Vitamins By, 
der Byp-Analoge und B,2-Faktoren. II. Biologische Aktivitat und biochemischer 
Wirkungsmechanismus des Vitamins By. III. Intrinsic Factor und Vitamin 
By-bindende Faktoren. IV. Analytik des Vitamin By. V. Pathogenese, 
Symptome und Diagnostik des Vitamin By7-Mangels. VI. Pathophysiologie 
des Vitamin By. VII. Therapeutische Anwendung des Vitamin Bp. VIII. Vi- 
tamin By2-Stoffwechsel und Leber. 1X. Pharmakologische Effekte des Vi- 
tamin Biz. X. Nomenklatur der Vitamin B,2-Vitamine (Corphyrine). — 
Berichtigungen | Autorenverzeichnis | Sachverzeichnis. 
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Kunststoffeinband DM 56.— 


VVC 





Bitte beachten Sie die Prospektbeilage 


Aus dem Vorwort des Ubersetzers: 


Der dritten deutschen Auflage liegt die 
im Juni 1956 erschienene, zum grofen 
Teil neubearbeitete dritte amerika- 
nische Auflage zugrunde. Zusatzlich 
eingearbeitet wurden neun ausfthr- 
lichere Abschnitte tiber Naturstoffe, 
mittlere Ringe und Photosynthesen 
aus der Feder derselben Autoren, 


Auch diesmal ist verschiedentlich den 
besonderen Anforderungen an deut- 
schen Hochschulen Rechnung getragen 
worden. Diesem Zwecke diente auch 
eine gewisse Abstimmung mit Gatter- 
mann-Wielands ,Praxis des Organi- 
schen Chemikers”. 


Neue oder ganzlich neu bearbeitete 
Abschnitte: 


Theorie der elektronischen Zusténde 
(Orbitaltheorie) 

Konstellation (Definition und Analyse) 
Systematik der Registrierung (Beil- 
steinsystem) 

Chemie der mittleren Ringe 
Tropolone 

Cantharidin (Strukturaufklarung und 
Synthese) 

Nattrlich vorkommende Carbonsauren 
mit Dreifachbindung 

Bakterielle Lipoide 

Peptidhormone (Oxytocin, Vasopressin) 
Photosynthese 

Biosynthese aromatischer Amino- 
sauren 

Azulene 

Heterocyclen (Butenolide, Flechten- 
stoffe, Pyrone) 

Alkaloide (Morphin, Mutterkorn- und 
Yohimbinalkaloide, Strychnin, Pelle- 
tierine) 

Strukturbeziehungen von Naturpro- 
dukten 

Steroide (Totaisynthesen, Bio- 
synthesen) 

Vitamin A — Synthese 

Vitamin Br 

Tetracycline (Aureo- und Terramycin) 


Einen ausfiihrlichen Prospekt senden wir 
Ihnen auf Wunsch gerne zu. 


VERLAG CHEMIE - GMBH - WEINHEIM/BERGSTRASSE 




































Is: HOLLEMAN—RICHTER 


egt die 

groBen . 

srk« | Lehrbuch der organischen Chemie 

isfuhr- 

a 31.—32., durchgesehene und verbesserte Auflage von F. Richter. 

— Gro8-Oktav. XII, 564 Seiten mit 107Abbildungen. 

h den Ganzleinen DM 28,— 

deut- 

iragen 

» auch 

‘atter- »Von dem seit mehr als 50 Jahren bestens bewdahrten ,Lehrbuch der 

rgani- Chemie‘ von A. F. Holleman wird der zweite Teil, ,Organische Chemie‘, 
seit der 19, Auflage von F. Richter bearbeitet, der auch die ... vor- 

sien liegende Auflage den Fortschritten der organischen Chemie angepaft 
hat. Neben der griindlichen Uberarbeitung des gesamten Stoffes ist 

nds besonders die Erweiterung des Kapitels ,Alkaloide‘ zu erwahnen ... 


Ebenfalls zu erwahnen sind die am Schluf8 des Buches neu aufgenom- 
lyse) menen Kapitel ,Grundziige der organisch-chemischen Nomenklatur‘ und 


Beil- ; ; : : 
on ,Einfiihrung in das chemische Schrifttum‘.“ 
Pharmazeutische Zentralhalle 
und »Der 1898 von Holleman gewollte Charakter des Buches, ,kein Beil- 
neeed stein in sehr verkiirzter Gestalt‘, sondern ein Lehrbuch zu sein, ist 
trotz des zeitbedingten Anschwellens des Stoffes im allgemeinen er- 
: halten geblieben.“ 
sSin) Praktische Schulphysik 
»Das erste wissenschaftliche Werk, mit dem der junge Chemiestudent 
auf der Hochschule in Beriihrung kommt, ist ein Lehrbuch der an- 
ten- organischen Chemie ... Der Holleman vermittelt in seinen 
und beiden Banden der anorganischen und organischen Chemie fiir Gene- 
lle- rationen von Studenten die erste Begegnung mit ihrer erwahlten Wissen- 
‘, schaft. Es unterliegt keinem Zweifel, da die Er- 
folge unserer Chemiker zu einem guten Teil diesen 
einfiihrenden Lehrbichern zu verdanken sind. ...“ 
Osterr. Chemiker-Ztg. 
in) 
wir 
yE 
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FRIEDRICH KLAGES 


Lehrbuch der organischen Chemie 


in drei Banden. Grof-Oktav. Ganzleinen. 


Band _ I: Systematische organische Chemie 


1. Hilfte: Kohlenwasserstoffe, Halogenverbindungen, Sauerstoffverbindungen, 
XVI, 531 Seiten m. 12 Abbildungen u. 25 Tabellen. 1952. DM 68, 


2. Halfte: Stickstoff- und andere Nichtmetallverbindungen, metallorganische 
Verbindungen, cyclische Verbindungen u. a. 


XV, 453 Seiten mit 6 Abbildungen und 16 Tabellen. 1953. DM 62, 


Band II: Theoretische und allgemeine organische Chemie 


Die Geschichte der organischen Chemie / Die physikalischen Hilfs- 
mittel der organischen Chemie / Die Bindungen und Bindungs- 
systeme der organischen Chemie / Die Reaktionen und Reaktions- 
mechanismen der organischen Chemie / Tautomerieprobleme / Die 
zwischenmolekularen Krafte und Assoziationserscheinungen / Die 
Stereo- oder Raumchemie 

2., durchgesehene und verbesserte Auflage. Mit 126 Abbildungen 
und 40 Tabellen. XV, 603 Seiten. 1957. Ganzleinen DM 48,—; 
einzeln bezogen Ganzleinen DM 52,— 


Band III: Sondergebiete 
-erscheint im Herbst 1957. 


» +... Durch sinnvoll ausgewahlte Beispiele, an denen die theoretischen Uberlegun- 
gen und Deutungen von Reaktionsmechanismen in selten anschaulicher Weise dar- 
gelegt werden, gewinnt das Werk an Leben, und der Leser verliert vollstindig den 
Eindruck, daB er sich mit ,trockener‘ Theorie abmiiht. Die iiberaus klaren und 
logischen Formulierungen fihren den Lernenden fast miihelos bis an die tiefsten 
Wurzeln des organisch-chemischen Geschehens heran. Sehr wertvoll, sicherlich von 
allen Freunden des Buches begriift, sind die zahlreichen Literaturhinweise. 
Klages hat bei der Abfassung des Werkes neuartige Wege eingeschlagen und ihm 
dadurch eine ganz persénliche Note gegeben. Es ist fiir jeden Studenten und auch 
fiir den in der Praxis stehenden Chemiker, der die organische Chemie von Grund 
auf in ihren theoretischen Zusammenhingen verstehen will, in der Tat eine Freude, 
aus diesem spannenden Werk zu lernen.“ 

Umschau in Wissenschaft und Technik 


»Ein ganz neuartiger Aufbau kennzeichnet dieses dreibindige Lehrbuch der orga- 
nischen Chemie. 

Das ganze Buch ist flissig und verstandlich geschrieben, so da das Lesen des z. T. 
schwierigen Inhaltes das Interesse weckt und zu weiterem Studium anregt. So ist 
das Werk sehr gut geeignet dem Studierenden, aber auch den dlteren Chemikern, 
die noch auf die mehr praktisch orientierte Forschungseinrichtung eingestellt sind, 
die neuen Theorien der organischen Chemie bekannt zu machen, und es ist dem 
Verfasser zu danken, da er hierfiir eine leicht verstandliche Form gefunden hat.“ 
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